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Zur Erklirung der oligodynamischen Wirkung. 


Von 
HL. Freundlich und K. Sdéllner. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1928.) 
’ Mit 2 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich einer friiheren Untersuchung! iiber den Einflub der 
Metalle auf die umkehrbare Sol-Gelumwandlung, die sogenannte 
Thixotropie, des Fe,O,-Sols war uns aufgefallen, daB selbst edle Metalle. 
wie Silber, unter geeigneten Umstanden ganz merklich in Lésung gehen. 
Dies lenkte unsere Aufmerksamkeit auf die sogenannte oligodynamische 
Wirkung der Metalle; das ist die zu Anfang der 90er Jahre des vorigen 
Jahrhunderts von Nédgeli? zuerst untersuchte Erscheinung, daB an- 
scheinend die bloBe Anwesenheit von Metallen, wie Kupfer, Silber und 
andere, auf Lebewesen, wie Algen, Bakterien und dergleichen, tétend 
wirkt. Bei der Durchsicht der Literatur gewannen wir den Eindruck. 
als kénne man auf Grund der bisherigen Versuche folgende Tatsachen 
schon nicht mehr bezweifeln: Metallisches Silber ..geht’’ in Fliissig- 
keiten, wie Leitungswasser und destilliertes Wasser, deutlich ,,in Lésung*’ 
Es wird merklich am Glas adsorbiert, ja dringt in dieses ein, und dies 
bedingt, daB es sich leicht dem Nachweis entzieht, und da’ GlasgefiBe 
auch nach dem Ausspiilen und mechanischer Reinigung ihre oligo- 
dynamische Wirkung behalten; es wirkt auf die Organismen stofflich 
ein, wird wohl von ihnen zuerst adsorbiert, dringt dann durch die Zell- 
wande und bedingt durch noch unbekannte chemische Veranderungen 
seinen schadlichen EinfluB. Nun verfiigen wir dank den Untersuchungen 
von Haber und seinen Mitarbeitern® in dem mikrodokimastischen Ver- 


1 Freundlich und Séllner, Kolloidzeitschr. 44, 309, 1928. 

2? Denkschr. d. schweiz. naturforsch. Ges. 38, 1, 1893. 

% Haber und Jaenicke, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 147, 156 
1925; Haber, Jaenicke und Matthias, ebendaselbst 158, 153, 1926; Berndt, 
Cher die mikrodokimastische Bestimmung von Gold und Silber. Dissertation 
Berlin. 
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4 H. Freundlich u. K. Séllner: 


fahren tiber eine Methode, die sehr kleine Ag-Mengen recht unmittelba: 
als Silberperlen nachzuweisen und quantitativ zu bestimmen gestattet 
Es schien lohnend, mit ihrer Hilfe noch einige Punkte in dieser Aut 
fassung der oligodynamischen Wirkung nachzupriifen und zu ergiinze: 
Erstens unmittelbar die ,,Lésung von Silber, wenn es als Ag-Blec! 
in Wasser taucht. Wohl hat Acél' diesen Nachweis schon erbracht 
er konnte die Anwesenheit des Silbers nach dem Eindampfen de- 
Wassers in einer Porzellanschale mit Schwefelammon als braunschwarz: 
mit chromsaurem Kali als rétliche Farbung nachweisen®. Aber es schien 
doch wichtig, das Silber unter diesen Bedingungen auch quantitatiy 
zu bestimmen. Zweitens wollten wir das Silber unmittelbar in den 
vergifteten Lebewesen feststellen. Dies ist, soweit wir sehen, bisher 
noch nie geschehen, und es diirfte der sicherste Beweis dafiir sein, dati 
das Silber rein stofflich wirkt. 

Das von Haber und seinen Mitarbeitern ausgearbeitete Verfahren hat 
den groBen Vorteil, daB man ohne weiteres Eindampfen, wie es sonst zur 
Erreichen der analytisch brauchbaren Konzentrationen nétig ist, die bx 
treffende Fliissigkeit analysieren kann. Uber diese Methode sei kurz folgendes 
bemerkt: In der zu untersuchenden Fliissigkeit wird durch Zusatz von 
edelmetallfreiem Pb-acetat und Schwefelammon ein Niederschlag von 
PbS erzeugt, der die etwa vorhandenen Edelmetalle mit sich reiBt; e: 
wird abzentrifugiert und mit geeigneten Zuschligen in kleinen Porzellan 
tiegeln kupelliert. Ist der entstehende Bleiregulus, der die gesamten Ede! 
metalle enthalt, hinreichend verschlackt, so wird er dus der Schlacke herau- 
gebrochen und auf einem flachen, Porzellanschalchen unter weiterem Luft 
zutritt wieder geschmolzen. Dabei wird das unedle Metall oxydiert, breitet 
sich als Oxyd auf dem Porzellanschélchen aus und die Edelmetalle bleiben 
als rundes, unter dem Mikroskop hell glinzendes Kiigelchen zuriick. Man 
mi®t dieses unter dem Me8mikroskop aus und bestimmt aus seinem Durch: 
messer das Gewicht. Dies Verfahren ist beim Silber viel weniger genaw 
als beim Gold, weil ersteres einmal merklich in der Schlacke léslich ist 
und ferner bei den betreffenden Temperaturen einen nicht zu vernac! 
lassigenden Dampfdruck hat. Die Analyse gibt daher in der Regel zu niedrig: 
Werte. Der Verlust sclhwankt bei Perlengewichten von etwa 1. 10~-‘¢ 
zwischen 15 und 40%; der wahrscheinliche Verlust ist nach eigenen und 
fremden Versuchen etwa 20 bis 25%. Bei wesentlich kleineren Ag-Mengen 
ist die Genauigkeit noch erheblich geringer. 

Als Lebewesen dienten zu unseren Versuchen Algen, und zwar eit 
dreibandrige Spirogyraart. Um in diesen das Silber zu bestimmen, bracht: 
man sie feucht in einen Tiegel der iiblichen Art, den man vorher mit eine! 
Bleioxyd-Borsaéureglasur versehen hatte, um ein Eindringen von Fliissiz 
keit in die Tiegelwand zu verhindern; die Glasur war selbstverstandlic! 


1 Diese Zeitschr. 112, 23, 1920. 

2 Siehe auch die Angabe von Hénigschmid und Birckenbach (Ber 
deutsch. chem. Ges. 454, 1883, 1921), da®B durch Ag-Kiihler destilliert 
Wasser Ag-Ionen enthalt. Beziiglich alterer Angaben siehe Stdhler, Han 
buch d. Arbeitsmethod. 1, 157, 1913; Gmelin-Kraut 5, 2, 1908. 
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Erklarung der oligodynamischen Wirkung. i) 


aus den auch sonst gebrauchten edelmetallfreien Reagenzien hergestellt. 
Man trocknete die Algen in dem Tiegel bei etwa 110°, wog sie, vermengte 
sie mit Borséure und Pbh-Formiat, wie bei den iiblichen Analysen, und 
verftuhr auch weiter in der gleichen Weise. 

In einer gréBeren Zahl von Probeanalysen iiberzeugten wir uns, dali 
man mit volliger Sicherheit die oben erwiahnte analytische Genauigkeit 
erreichte, und zwar wurden zu diesen Analysen nicht nur bekannte Mengen 
einer reinen AgNO,-Lésung verwendet, sondern es wurden auch Algen in 
der sonst gebrauchten Menge mit einer bekannten Menge dieser Loésung 
versetzt und dann der Ag-Gehalt bestimmt. 

Zunachst die Versuche iiber die Auflésung des Silbers in Wasser 
Verwendet wurde chemisch reines Silber der Gold- und Silber-Scheide 
anstalt in Bandform. Man reinigte es durch Abreiben mit Gummi. 
Leinewand, Alkohol — Leinewand, aschefreiem  Filtrierpapier und 
haufigem Abspiilen mit mehrfach erneuertem destillierten Wasser. Es 
wurde dann mittels Glasstabchen in einen Schliffkolben aus Jenaer 
Glas gebracht, der sorgfaltig mit Saure gereinigt, ausgedimpft und 
dann mit destilliertem Wasser vielmals ausgespiilt worden war. Silber- 
blech von 40 qem Oberflache blieb 72 Stunden lang mit 100 com Wasser 
in Berithrung. Wir benutzten einmal gewohniiches, nicht ausgekochtes 
also CO,-haltiges destilliertes Wasser, in anderen Versuchen gewohnliches 
Leitungswasser. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle L. Die angegebenen 
Werte sind Mittelwerte aus der in der vierten Spalte angefiihrten Zah! 
der Versuche 

Tabelle I. 
Auflésung von Silber in Wasser. 





AgeGehalt z 
‘ Zahli der 
Versuch aa Liter Mixromol ** Versuche 
em & im Liter 
Destilliertes Wasser ‘oh bo he 4.1077 0,0037 2 
i ~ +Ag-Blech . . 2.8. 10-5 0.26 3 
Leitungswasser Jai heat ee ; ; 7.207" 0,065 2 
: Ag-Blech . 2.4.10 0,22 3 


Die zur Analyse benutzten Mengen betrugen meist nur 25ccm. Da auf ein Liter um: 
gerechnet wird, so kommt der Ag-Fehler der Chemikalien 40 mal in diese Zahl! bincin. 
* Mikromol = Millionstel Mol. 


Es hat sich also eine die Fehlergrenze weit tibertreffende Menge 
Silber im Wasser ..gelést*': man erreicht leicht Gehalt von etwa 0.02 mg 
im Liter. 

Nun folgen die Versuche iiber die Aufnahme des Silbers durch die 
Algen. Sie wurden in flache Kristallisierschalen in den Riiumen des 
Instituts fiir Wasserhygiene gezogen'. Dort gediechen sie gut und ih 

1 Auch an dieser Stelle méchten wir Hermm Prof. BR. Kolkwitz und 


Herrn Dr. A. Héll aus dem Institut f. Wasserhygiene fiir die liebens 
wiirdige Untersttitzung und Belehrung unseren besten Dank aussprechen 


* 











6 H. Freundlich u. K. Séliner: 


Aussehen unter dem Mikroskop war noch eine Woche nach Abschlul 
unserer Versuche ebenso frisch wie zu Anfang; weiterhin haben wir sic 
nicht mehr beobachtet!. Dagegen starben sie in der durch chemisch« 
Versuche verunreinigten Luft unseres Instituts lingstens im Lauf« 
von Tagen ab. Die Vergiftung mit dem Ag-haltigen Wasser verlief rasch 
und vollig so, wie sie \V@seli beschrieben hat, so daB seiner schénen 
Schilderung nichts hinzuzufiigen ist. Die Verainderung des Aussehens 
der Algen im mikroskopischen Bild ist so deutlich, daB selbst ein weniger 
geiibtes Auge sie sicher und leicht erkennt. In Abb. la ist das Bild 





der gesunden, gleichmiabig gebanderten Algenfiden denen der ver- 
gifteten in Abb. 1b gegeniibergestellt ;.in den letzteren sind die chloro- 
phyllhaltigen Bander zu Haufen zusammengeballt. 

Wir vergifteten die Algen einmal in der Weise, daB wir sie in der 
geeigneten Menge feucht zu etwa 150 ccm Leitungswasser gaben, das, 
wie oben, 3 Tage lang iiber Silberblech gestanden hatte. Die fiir die 
Vergiftung kennzeichnende Verfirbung der Algen trat sehr rasch ein 
Wir lieBen sie aber dennoch etwa 24 Stunden in der Fliissigkeit; sie 
waren dann zu etwa 80°,, abgestorben. Man nahm sie mit Glashikchen 
heraus und analysierte sie in der oben beschriebenen Weise. Auch das 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Herr Dr. Holl hatte die Liebenswiirdig 
keit, eine unserer Vergleichsproben noch laingere Zeit zu beobachten. Nach 
weiteren 5 Wochen zeigten die Algen noch immer ein normales, gesundes 
Aussehen, auch die Glitschbewegungen waren noch deutlich wahrnehmbar. 











Erklarung der oligodynamischen Wirkung. r 


Wasser, das mit ihnen in Beriihrung gewesen war, wurde auf seinen Ag- 
Gehalt gepriift. Ganz einwandfrei diirfte die Trennung von Algen und 
Lésung nicht gegliickt sein, da die Fliissigkeit nachher immer etwas 
triibe war, wohl von Zersetzungsprodukten und Resten der zerstérten 
Algen, die sicher auch Silber enthielten. 

Aus Tabelle II geht hervor, dab tatsichlich ungefihr 79°, des 
im Wasser anwesenden Silbers von den Algen aufgenommen worden 
ist. Hier und bei allen anderen Angaben und Rechnungen haben wir 
die als Verunreinigung des Wassers und namentlich der Chemikalien 





aa 


Abb. Ib. 


hereingebrachte Ag-Menge nicht als Korrektur abgezogen. Von ihrer 
GréBenordnung geben die Zahlen in Tabelle 1 einen Begriff!. 

In lg Algen finden sich etwa 0,05 mg Silber, also gar keine so sehr 
kleine Menge. Mit Recht betont Tammann*, dal eine so sehr grobe 
Empfindlichkeit dieser Lebewesen gegen Ag eigentlich nicht besteht 
Der Eindruck wird nur dadurch erweckt, dais der verhaltnismabig 
sehr kleinen Stoffmenge dieser Mikroorganismen entsprechend eine 
kleine Giftmenge erforderlich ist. 

1 Man kénnte aus der Zahl 7. 10-7 g im Liter, s. Tabelle L, die irrtiimliche 
Folgerung ziehen, da Leitungswasser allein schon schadigend auf dir 
Algen wirken miiBte. Diese Zahl enthalt aber nicht nur die im Leitungswasse1 
vorhandene Ag-Menge, sondern auch die sehr viel gréBere, in den Chemi 
kalien vorhandene. 


2 Tammann und Riendcker, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 170, 
288, 1927 
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Erklarung der oligodynamischen Wirkung 9 


Eine zweite Reihe von Versuchen stellten wir in der Weise an 
iB die Algen sich in einer Schale mit Leitungswasser befanden, in der 
\g-Bleche mit einer Oberflache von 200 qem senkrecht standen. Nach 
14 Stunden waren die Algen fast vollstindig abgestorben. Diese Algen 

wurden tibrigens photographiert (Abb. 1b). Man nahm sie heraus und 
inalysierte wie oben Algen und Wasser. Die Ergebnisse der Tabelle LI 
bestatigen durchaus die der Tabelle I 

Das Ziel der Untersuchung ist also soweit durchaus erreicht. Es 
ist eindeutig nachgewiesen, dais sich von einem Silberblech Silber in 
erkennbaren Mengen in Wasser ..l6st’*, und ferner, da} Silber von den 
\lgen stark aufgenommen wird. Die oligodynamische Wirkung des 
Silbers beruht also auf einem unmittelbaren stofflichen Einflub. 

Wir haben erginzend noch einige weitere Folgerungen mit Hilfe 
des mikrodokimastischen Verfahrens gepriift. Schon aus einer Durch- 
sicht der Literatur schien uns hervorzugehen, dab es sich bei der oligo- 
dynamischen Wirkung um einen EinfluB des Ag’-Ions handelt, das sich 
vom Silberblech unter dem EinfluB} von Sauerstoff. Kohlensiure und 
etwaigen anderen Verunreinigungen lést. Folgende Erfahrung spricht 
wohl auch entschieden fiir diese Auffassung. Wenn man die Algen mit 
einer AgNO,-Lésung vergiftet, die nach der gleichen Zeit die gleiche 
Schadigung bedingt. wie in unseren bisherigen Versuchen das Silber- 
blech, so muB man eine AgNO,-Konzentration wihlen, deren Ag’- 
lonengehalt dem von uns bisher gefundenen Ag-Gehalt der Losung 
praktisch gleich ist. In der Tabelle [V finden sich Versuche mit 
einer Ag NO,-Lésung, die gerade so stark wirkte wie das Silberblech 
Es wurden die erforderlichen Kubikzentimeter Ag-Salzlésung mit 
Leitungswasser verdiinnt; die Anfangskonzentration der Versuchs 
lisung betrug 0.12 bzw. 0.31 Mikromol im Liter. Die Algen waren in 
ihm zu 50 bzw. 100°. abgestorben. 

Beziiglich der aufgenommenen und in Loésung zuriickbleibenden 
Menge Ag stimmen diese Ergebnisse offenbar véllig mit den Befunden 
der Tabellen LL und LIL iiberein. 

Dann fiel uns auf, daB sich das Aussehen der Algen bei dem Zusatz 
des Ag-haltigen Wassers sehr rasch, im Laufe von Minuten, andert 
Dies kann entweder darauf beruhen, daB die tiberhaupt aufgenommene 
Menge sehr schnell gebunden wird oder dab fiir die schadigende Wirkung 
eine viel kleinere, schon in kurzer Zeit gebundene Menge vonndéten 
ist. Messungen in gréBerem Umfange zur Entscheidung dieser Fragen 
haben wir nicht durchgefiihrt. Ein erster Versuch. allerdings mit einer 
anderen Spirogyraart, schien fiir die zweite Méglichkeit zu sprechen 
Nach wenigen Minuten war die aufgenommene Ag-Menge merklich 
kleiner als in unseren friiheren Versuchen, und doch waren die Algen 


schon stark geschidigt. 
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In den Arbeiten tiber die oligodynamische Wirkung wird imm:; 
als besonders merkwiirdig hervorgehoben, dab die vergiftende Wirkung 
des Silbers so stark an den GlasgefiBen haften bleibt; selbst mehrfaches 
Ausspiilen geniigt nicht, um sie zu beseitigen, man muB schon mit 
Sauren erwirmen und dergleichen. Dies diirfte dadurch verursacht 
sein, daB einmal das Ag-Ion am Glas adsorbiert wird; ferner dringt 
es infolge der Permutitstruktur des Glases! leicht tiefer ins Innere ein 
Von alteren Erfahrungen® abgesehen, hat Fraulein Wright® diese Ad. 
sorption quantitativ an einem Pulver aus Jenaer Glas in Konzentrationen 
zwischen etwa 0.1 und 2 Millimol in Liter gemessen. Da die gewohnliche 
Adsorptionsisotherme gut erfiillt war, kann man ohne zu grobe Bedenken 
auf unsere kleinen Konzentrationen extrapolieren. Es ergibt sich dabei 
da mit einer Gleichgewichtskonzentration von etwa 0,25 Mikromo! 
im Liter eine mindestens ebenso grobe, eher wohl gréBere Menge je 
Gramm Glaspulver adsorbiert ist. Streng vergleichbar sind die Versuche 
nicht; dennoch laBt sich abschitzen, dab an und in den Wanden eine 
Ag-Menge vorhanden ist, die nicht stark von der in der Fliissigkeit 
vorhandenen abweicht, wenn man etwa ein Ag-Blech einige Tage lang 
mit dem Wasser in Beriihrung gelassen hat. Da diese Menge nach dem 
eben geschilderten Verhalten wohl erheblich gréBer ist als die kleinste 
zur Schiidigung der Algen erforderliche. so ist durchaus verstiindlich 
daB von der Glaswand immer wieder Ag-Mengen in Loésung gehen 
kénnen, die die Algen vergiften. 

Zum Nachweis dieser am Glas adsorbierten Menge diente noch 
folgender Versuch. In fabrikneue, mit Salpetersiure und destilliertem 
Wasser gereinigte Schalen aus gew6hnlichem Glas brachte man Ag N O,- 
haltiges Leitungswasser mit einem Ag-Gehalt von 5. 10~® g in 150 cem 
(also 3.3. 1075 g Ag im Liter) und erneuerte diese Losung im Laufe 
von 3 Tagen viermal, damit sich die Glaswand mdéglichst mit der Loésung 
ins Gleichgewicht setzen konnte. Dann spiilte man die Schale griindlich 
mit Wasser, rieb sie mit Zellstoff ab und spiilte dann noch dreimal 
sorgfiltig mit Wasser. Darauf setzte man in diese Schalen, sowie in 
zwei gleiche, nicht mit silberhaltigem Wasser vorbehandelte, Algen ein 
und zwar die oben (S. 9) erwahnte zweite Art, die etwas empfindlicher 
war als die sonst gebrauchte. In den mit Silber vorbehandelten Schalen 
waren sie nach 24 Stunden lange nicht mehr so frisch, wie in den 
Vergleichsversuchen, nach 72 Stunden waren sie zu 90°,, abgestorben 
wahrend sie in den Vergleichsproben unverandert gut erhalten waren 
Darauf wurde der Silbergehalt der Algen bestimmt (s. Tabelle V 


1 Siehe u. a. Heydweiller und Kopfermann, Ann. d. Phys. (4) 32, 73%, 
1910; Giinther Schulze, ebendaselbst (4) 40, 335, 1913. 

2 S. u. a. Horovitz, Zeitschr. f. Phys. 15, 389, 1923. 

3 Zeitschr. f. Elektrochem. 34, 298, 1928. 
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Tabelle V. 


Aufnahme von Silber durch Algen in Schalen, die mit Ag-haltigem Wasser 
vor behandelt waren. 





Menve Ag-Gehalt der Algen 
Versuch der Algen je Gramm Algen 
me £ Mikromol 
Versuch 1 33 3.3.10-7 0.903 1 
Nur mit Leitungswasser inl (1.1. 1078) (0.000 10) 
Berihrung gewesene Algom) . 2 30 2,7 .10-7 0,002 5 
(8,1. 10>") (0,000 075) 
. l 32 1.9.10 0,17 
In den vorbehandelten (6.9. 107-7) (0.005 6) 
2 29 1,2.10-° O11 


Schalen gezogene Algen | 


(34.10-7) (0.0032) 


Wie man sieht, haben die Algen in der Tat dem Glase merklich 
Silber entzogen und sind dadurch vergiftet worden. 

Auch ein anderer Umstand, der der oligodynamischen Wirkung 
einen Zug des Geheimnisvollen verleiht, beruht wesentlich wohl auf einer 
Aufnahme des Ag’-Ions durch das Glas. Es wird vielfach bemerkt, dab, 
wenn man das mit dem metallischen Silber in Beriihrung gewesene Wasser 
in GlasgefaBen eindampft, sich schlieBlich in der stark eingedampften 
Lésung dennoch mit Cl’-lonen kein Silber nachweisen laBt. Dies beruht 
wohl darauf, daB das Ag-lon zunichst an der Glaswand adsorbiert 
wird; dann dringt es namentlich im Laufe langerer Zeit und bei héheren 
Temperaturen auch in tiefere Schichten des Glases ein, wihrend an 
der auBeren Glasoberfliche immer wieder Ag’-lon aufgenommen wird 
So mag es kommen, daB im letzten Rest der Fliissigkeit kein Ag’-lon 
mehr gefunden werden kann. Auch dieses Verhalten suchten wir durch 
folgenden Versuch sicherzustellen. Dabei verglichen wir das Verhalten 
des Ag’-Ions an einer Glaswand mit dem an einer Quarzwand, bei der 
etwas Derartiges nicht zu erwarten war. 

In einem Quarztiegel von ungefaihr 30 ccm Inhalt und in einem 
fabrikneuen, ungediimpften, mit Salpetersiure und destilliertem Wasser 
griindlich gewaschenen Jenenser Becherglas von 50 ccm Inhalt wurden 
je 250 cem einer sauren Lésung von Silbernitrat in destilliertem Wasser 
mit einem Gehalt von 2.10~5g Ag im Liter portionsweise auf dem 
Wasserbade eingedampft, wobei das Wasser niemals bis zur Trockne 
vertrieben wurde. Blo} am Ende verdampfte man die Fliissigkeit 
véllig, entfernte das GefiB sofort vom Wasserbad, fiigte nach dem 
Erkalten je 20 cem verdiinnter HNO,-Lésung hinzu und suchte unter 
Bewegen das Silber in Lésung zu bringen. Nach 3, Stunden wurden 
je drei Proben zu je 5 cem entnommen und in ihnen das Silber mikrodo- 
kimastisch bestimmt. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle VI. 
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Tabelle VI. 


Verschwinden des Silbers beim Eindampfen in GlasgefaBen. 





In 5ccm wieders Gesamte wieders Urspriinglich Wieder 


Vv ‘h dcfundene vetundene eingedampfte gefunden: 
ersuc Ag-Menge * A\geMenge \g-Menge Menge 
r u 2 


250 cem AgNO,-Lisung im 


Becherglas verdampft . . 37.10-* 1.5.10-7 5.10-6 3 
250 cem AgNO,-Lisung im ; 
(Juarztiegel verdampft 2 3.2 . 10-* 5.1075 64 


Mittel aus drei Versuchen 


Wie man sieht, ist tatsachlich im Becherglas das Silber weit gehend 
verschwunden, wihrend es im Quarztiegel praktisch quantitativ wieder 
gefunden wurde. 

Zusammenfassung. 

1. LaBt man reines Silber in Blechform mehrere Tage lang i 
Beriihrung mit Leitungswasser oder destilliertem Wasser, so lést es 
sich in merkbarem Mabe auf. wie mit Hilfe des mikrodokimastischen 
Verfahrens nach Haber und seinen Mitarbeitern nachgewiesen werden 
kann; nach 3 Tagen hatten sich beispielsweise von einer Ag-Oberflache 


von 40 gem in 100 ccm Wasser Mengen von 2. 10~*g im Liter gelist 


2. Bringt man Algen eine Spirogyraart wurde benutzt in 
solches Ag-haltiges Wasser, so nehmen sie die Hauptmenge des gelisten 
Silbers auf, waihrend sie dabei die charakteristische, von \dgeli zuerst 
geschilderte, ..oligodynamische** Schadigung erfahren. Auch dies wurd 
quantitativ mit Hilfe des mikrodokimastischen Verfahrens bewiesen 
Auf das Gramm trockener Algen kommt bei solchen Versuchen etwa 
5. 107° g Silber. Diese Messungen sprechen unseres Erachtens zwingend 
dafiir, daB die sogenannte oligodynamische Wirkung des Silbers aut 
seiner unmittelbaren stofflichen Einwirkung beruht. 

3. Silber, das in der nach |. geschilderten Weise in Lésung g 
gangen ist, findet sich in der Lésung als Ag-Ion. Man kann niim- 
lich die unter 2. beschriebene Giftwirkung in genau der gleichen 
Weise mit einer Ag N O,-Lésung erzielen, die Silber als Ag-Ion in der 
selben Konzentration enthalt. Die Auflisung des Silbers geschieht 
voraussichtlich unter dem EinfluB des Sauerstoffs und der Kohlensaure 


4. Die Erscheinung, dal GlasgefaBe, die in irgend einer Weis 
mit Silber in Beriihrung gekommen sind, ihre oligodynamische Wirksam 
keit auch nach dem <Ausspiilen behalten, konnte bestatigt werden 
Sie beruht darauf, daB nach friiheren Erfahrungen von Horovi!: 
Fraulein Wright u.a. einmal Ag-Ionen vom Glas adsorbiert werde! 
und ferner infolge der Permutitstruktur des Glases tiefer ins Inner 
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ndringen; das Ag-Ion kann von neuem in Lésung treten bzw. der 
(Glaswand von den stark Ag aufnehmenden Algen entzogen werden. 
5. Mit der Adsorption des Silbers an Glaswiinden und seinem 
eiteren Eindringen in das Innere des Glases, namentlich bei etwas 
dheren Temperaturen, hiingt die Erscheinung zusammen, da sich 
Silber beim Eindampfen verdiinnter AgNO,-Lésungen in GlasgefaBen 
\icht in der Flissigkeit nachweisen liBt, wahrend dies in QuarzgefaiBen 
méglich ist. Ein quantitativer Versuch in zwei derartigen GefaBen. 
bei denen das Silber nach dem vélligen Eindampfen und wieder Auf- 
losen in verdiinnter H N O,-Lésung mikrodokimastisch bestimmt wurde, 
bestatigte diese Erfahrung. 








Zur Frage der Standardisierung 
des Vitamins D in Butter und vitaminhaltiger Margarine. 


Von 
Ferdinand Flury. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 30. Auqust 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die Wertbestimmung von Vitaminpraparaten fiir Heilzwecke und 
ernihrungsphysiologische Fragen ist bisher noch nicht fiir alle Vitamin: 
in befriedigender Weise gelist. Solange chemische Methoden fehlen 
ist man auf Tierversuche angewiesen, die mit groBer Sorgfalt in lang 
dauernden Fiitterungsversuchen ausgefiihrt werden miissen.  Dabei 
wird gewohnlich nach einer Vorperiode eine bestimmte Kost ver 
abreicht, in der das zu bestimmende Vitamin fehlt. Sobald dann die 
charakteristischen Erscheinungen der in Frage stehenden Avitaminose 
zur Entwicklung gekommen sind, sucht man die kleinste Vitaminmenge 
zu ermitteln, die die Krankheitserscheinungen wieder zum Verschwinden 
bringt. Ebenfalls zum Ziele fiihren die Methoden, bei denen man 
von vornherein der Kost Vitamine bzw. vitaminhaltiges Material in 
steigenden Mengen zusetzt, um die zur Verhiitung von Avitaminosen 
notigen Dosen zu bestimmen. 

Beim Vitamin D ist dureh die neuen Fortschritte unserer Erkenntnis 
diese Aufgabe verhaltnismaBig leicht gemacht worden, seitdem Me Collum 
und seine Mitarbeiter den ,,line-test‘** angegeben haben. Diese Priifung 
beruht darauf, daB die Verkalkung der Knochen durch eine Silberfallung 
anschaulich gemacht wird. Der Nachteil dieser Methode besteht abe: 
darin, daB die Versuchstiere zu diesem Zwecke getétet werden miissen, 
also ebenso wie bei den analytisch chemischen Methoden, bei denen der 
Gehalt der Knochen an Calcium, Wasser, Gesamtmineralstoffen oder das 
Verhaltnis von anorganischem zu organischem Material bestimmt werden 
Nach neueren Vorschlagen von Zucker und Barnett, Jephcott und Bacharach 
soll auch die Reaktion der Fazes ein Kriterium fiir die rachitische EF: 
krankung sein; die normalerweise sauer reagierenden Fazes werden be: 
kalkreicher, phosphorarmer, rachitiserzeugender Kost alkalisch und, wer 
die Tiere auf antirachitische Kost gestellt werden, wieder sauer. 
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Allen diesen Methoden iiberlegen ist die Durchleuchtung mit Réntgen- 
strahlen, weil die Versuchstiere am Leben bleiben und durch alle Versuchs- 
perioden hindurch auf den Zustand ihres Knochengeriistes gepriift werden 
konnen. Nach diesem Verfahren haben EF. Poulsson und Lévenskiold die 
Wirksamkeit von Lebertran quantitativ bestimmt. Sie geben die Wirksam- 
keit in Einheiten pro Gramm Substanz an, nach einem dhnlichen Prinzip 
wie die amerikanische Pharmacopée in ihren Vorschriften fiir Vitamin A. 
Wenn also z. B. eine tagliche Dosis von 2 mg die Rachitis heilt, was im 
Rontgenbild durch die beginnende Verkalkung des Epiphysenknorpels der 
Tibia am Kniegelenk leicht festzustellen ist, enthalt die zu priifende Sub- 
stanz pro Gramm 500 Einheiten des Vitamins D. Bei diesen Versuchen 
wurde das Réntgenbild des linken Kniegelenks aufgenommen, nachdem 
lie Tiere etwa 25 Tage mit einer rachitiserzeugenden Kost gefiittert waren. 
Die Réntgenaufnahmen erfolgen in sehr schwacher Athernarkose der Tiere. 

In jiingster Zeit wurde von Katharine H. Coward vorgeschlagen, fiir 
jedes Vitamin ein Standardpraparat aufzustellen, mit dem die zu priifenden 
Vitaminpraparate verglichen werden sollen. Fiir das Vitamin D ist diese 
Forderung vor allem durch die Untersuchungen von Windaus und Hess, 
sowie von Rosenheim und Webster leicht zu erfiillen. Die britische Pharma- 
ceutical Society hat bereits ein bestrahltes Ergosterin als Standardpraparat 
aufgenommen, das bei einer taiglichen Dosis von nicht mehr als 0,0001 mg 
bei bestimmten Versuchsbedingungen véllige Heilung der Rachitis bei 
Ratten bewirkt. Die Technik der Priifung stiitzt sich auf das Verfahren 
von Steenbock und Black und auf den ,,line-test‘‘. Auch die von Coward 
angegebene Methode hat den von Poulsson bemingelten Nachteil, da 
die Versuchstiere zur Untersuchung der Knochen getétet werden miissen. 

Sie gibt aber bei geniigend groBem Tiermaterial befriedigende Resultate. 
Wegen der wechselnden Rachitisbereitschaft bei einzelnen Wiirfen muB 
die Heildosis des Standardpriparats jedesmal auch an einigen Ratten 
des gleichen Wurfes festgestellt werden. Nach dem Vorschlag von Coward 
soll die Einheit der antirachitischen Kraft eines Praéparats ausgedriickt 
werden durch das Verhiltnis der wirksamen Mengen, bezogen auf 0,0001 mg 
des Standardpraparats. Wenn also z. B. die antirachitische Wirksamkeit 
von 0,01 g Lebertran der von 0,0001 mg bestrahlten Ergosterins gleich- 
kommt, enthalt das Gramm dieses Lebertrans 100 rachitische Einheiten. 

In jiingster Zeit ist von Ottokarl Schultz in Anlehnung an die Behringsche 
Serumeinheit der Begriff der Vitamineinheit aufgestellt und folgender 
Satz formuliert worden: ,,Eine Vitamineinheit ist die kleinste Menge eines 
Heilmittels, die in der Lage ist, eine réntgenologisch festgestellte manifeste 
Experimentalrachitis bei Ratten in 21 Tagen zur Ausheilung zu bringen.*‘ 

Die Bestimmung des Wirkungswertes von Vitaminpraparaten durch 
derartige biologische Methoden hat beim Vitamin D den Vorteil gréBerer 
Zuverlassigkeit als die Beurteilung lediglich auf Grund der absoluten 
Gewichtsmengen eines Standardpraparats. Bekanntlich lat sich Ergosterin 
inter dem EinfluB8 ultravioletter Strahlen mehr oder minder stark aktivieren ; 
die Wirkung kann sogar bei langer dauernder Bestrahlung wieder bis zu 
vollkommener Inaktivitat der Produkte zuriickgehen. 


Im Laufe mehrjahriger. Untersuchungen iiber den Vitamingehalt 
verschiedener Nahrungs- und GenuBmittel wurden von uns auch eine 
Anzahl von Butterproben und einige Margarinepraparate verschiedener 
Herkunft vergleichend untersucht. Dabei bot sich die willkommene 
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Gelegenheit. ein biologisch standardisiertes Vitaminpraparat, <i 
Radiostol der Firma ,,Pharmagans, auf seinen Wirkungswert 
priifen. Nach Angabe der Fabrik wird es nach einem besonderen | 
struhlungsverfahren der Firma The British Drug Houses Ltd., Lond 
aus Ergosterin dargestellt. 1 cem Radiostol soll 10000 antirachitisc!, 
Einheiten in éliger Lésung enthalten. Zu den Versuchen standen 
fiinf Margarineproben zur Verfiigung, von denen zwei keinerlei Zusaty 
von Radiostol enthielten, wahrend die iibrigen mit bestinimten Mengen 
Radiostol versetzt waren. 

Margarineprobe I mit 3 Millionen antirachitischen Einheiten pro 
Tonne enthielt einen Zusatz von 0,3 Liter Radiostol in dliger Lésung 
pro Tonne. 

Margarineprobe II mit 6 Millionen antirachitischen Finheiten pro 
Tonne enthielt einen Zusatz von 0,6 Liter Radiostol in dliger Lésuny 
pro Tonne. 

Margarineprobe III mit 9 Millionen antirachitischen Kinheiten pro 
Tonne enthielt einen Zusatz von 0.9 Liter Radiostol in dliger Lisung 
pro Tonne. 

Margarine IV und V blieben ohne Zusatz. 

Zum Vergleich diente die beste im Handel befindliche Butter 
..Allgauer SiiBrahmtafelbutter*. 


' Methodik. 


Verwendet wurden einzelne Wiirfe von jungen weiBen Ratten im 
durchschnittlichen Gewicht von 50g. Diaét nach Mec Collum (3413), die 
sich auch bei unseren Versuchen stets gut bewahrt hat und besonders 
schnell zu rachitischen Erscheinungen fiihrt (Weizen 33°, Mais 33°,,, Kleber 
15%, Gelatine 15%, Caleitumcarbonat 3°, Chlornatrium 1%). Die Tier 
wurden einzeln in Glaskiéfigen im Dunkeln gehalten, als Streu diente Tort 
mull, Trankung nach Windaus und Holtz. Im Versuch standen 100 Ratten 
in einzelnen Wiirfen von 5 bis 6 Tieren. Die rachitischen Veranderungen 
wurden durch das Réntgenbild verfolgt (Medizinische Poliklinik Wiirzburg 

Die Margarineproben ohne Zusatz von Radiostol erwiesen sich hierbe: 
als véllig vitaminfrei und fiihrten selbst bei taglicher Zulage von 2g zu 
den gleichen rachitischen Veranderungen wie die einseitige Ernaéhrung nac! 
Mc Collum. Die Tiere zeigten unsicheren Gang, schlechtes Wachstum, 
Befall von Réaudemilben, mangelhaften Haarwuchs und ausgepriizt: 
rachitische Knochenveranderungen. 

Die rachitischen Verinderungen fehlten dagegen bei Verfiitterung der 
mit Radiostol versetzten Proben und bei Butter. Zur genaueren Differe 
zierung wurden die Fettzulagen immer mehr herabgesetzt, von anfanz- 
3g auf 2, 1, 0,5, 0,25, 0,1 und 0,05 g. 

Am deutlichsten waren die Unterschiede der Wirksamkeit bei taglic! 
Zusatzen von 0,1 bis 0,2 g der Fette. Hierfiir mégen die folgenden Protok 
ausziige und Réntgenbilder als Belege dienen. 
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Ratte Nr. 85 


laglich 0,1 g Allgauer Si®rahmbutter. 
Nach 4 Wochen starke Rachitis 


Versuchsdauer 6 Wochen. 
Ratte Nr. 81: 
82: 

83: 

84: 

85: 

S86: 


| t rsuch 





Abb. 2. Ratte Nr 85 (vgl Abb. 1) 
Heilversuch laglich 0.2 g vitaminhaltive 
Margarine Nr. 3. Heilung innerhalb 2 Wochen. 


Nr. 13, Werf .N“*, 6 Tiere 
Réntgendurehleuchtung alle 14 Tage 


EKinseitige (vitaminfreie) Ernahrung 
Taglicher Zusatz von 0,1 g Margarine Nr. 'V (vitaminfrei) 


0.1 xz 
0,2 g 
O,l g 
0,2 ¢ 


Biochemische Zeitschrift Band 203, 


LIT (9 Million. Einh. 
1I1 (9 2 a. w 


Allgiuer Sii®brahmbutter 
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Nach 4 Wochen bei Nr. SI (vitaminfrei ernihrtes Kontrolltier) 


Nr. 82 (vitaminfreie Margarine), aber auch bei Nr. 85 und &6 (mit Butt 


ernahrte Tiere) rachitische Knochenverinderungen. Die rachitische Vi 
breiterung der Knorpelzone war allerdings bei 0,2 ¢ Butter geringer 
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Abb. 3. Ratte Nr. 91 Abb. 4. Ratte Nr. 91 (vgl. Abb. 3 


laglich 0.1 ¢ Allgauer SuBrahmbutter. 
Nach 4 Wochen starke Rachitis 


Heilversuch: Tagl. 0,2 ¢ vitaminhalt. Marga 


+ 


Nr. 3. Verkalkung innerhalb 2? Woch« 


Dosis Buti« 


bei O.l g Butter (Abb. 1, Nr. 85). Dermnach war die tagliche 

Auf der anderen Seite blieb das Tier Nr. 83 voéllig gesund un 
Knochenerkrankung. Hierau 
Tage an 0.2g¢ Margari 


zu gering. 
zeigte auch nach 6 Wochen noch keinerlei 
erhielten alle erkrankten Versuchstiere vom 31 
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Nach weiteren 10 Tagen wurde bei der Durehleuchtung 
stgestellt, dali die Rachitis dieser Tiere 


Abb. 2, 


Nr. 3 taglich. 


in Heilung begriffen war 
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Abb 5 





Ratte Nr. 97 Abb. 6. Ratte Nr 97 (vgl. Abb. 5) 
laglich 0,1 g vitaminhaltige Margarine Nr. 3 Tagl. 0,1 g vitaminhalt. Margarine Nr. 3 

Nach 4 Wochen keine Rachitis Nach 6 Wochen keine Rachitis 
Ratte Nr. 85 Daraus geht hervor, dab eine durch ungeniigende Ernahruny 
mit Butter entstandene Rachitis durch eme mit geniigend Vitamin versetzte 
Margarine geheilt werden kann 
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Versuch Nr. 14, Wurt ..O". 6 Tiere. 
(Parallelversuch zu Versuch Nr. 13.) Versuchsdauer 6 Wochen. 
Ratte Nr. 87: Einseitig (vitaminfrei) ernahrtes Kontrolltier 
88: Taglicher Zusatz von 0,1 g Margarine Nr. IV (vitaminfrei) 


a ns = » Cis ws .. IIT (9Million. Ein! 
a 90: a - s -——e - ~» 2. 
‘is a et ns ai » 0,1 g Allgduer SiiBrahmbutter 

» Oa: ™ = » O2¢ 


Die Ergebnisse der Réntgenaufnahmen stimmten vollkommen n 
denen von Wurf N iiberein. Bei den Zulagen von vitaminfreier Margarirn: 
und auch von SiiBrahmbutter wurden die Tiere rachitisch (Abb. 3 und 4 
Nr. 91). Nur das Tier Nr. 90 mit Margarine Nr. III zeigte vollkommen 
normale Knochenbildung (das andere mit dieser Margarine erndhrte Tier 
ging an Pneumonie zugrunde). Weiter zeigte sich, daB ein taglicher Zusat 
von 0,2¢ der Margarine Nr. ITT, der vom 31. Versuchstag an den rachitische) 
Tieren gegeben wurde, wieder zu starker Kalkeinlagerung fiihrte. Di 
Margarine Nr. III verhiitete demnach das Auftreten der Rachitis und bewirkt: 
Heilung der Knochenverinderungen. 

Auch in einem weiteren Versuch Nr. 15 (Wurf ,,P*‘), der mit 9 Tieren 
begonnen wurde, von denen aber 5 eingingen, zeigte sich das gleiche Resultat 
Die drei vitaminfrei ernaihrten Tiere gingen zugrunde, desgleichen eins mit 
Butter und eins mit Margarine Nr. IIL (Parasiten bzw. Lungenerkrankuny 
Alle Tiere, mit Ausnahme der mit Margarine Nr. 3 ernahrten Ratte Nr. 97 
(taglich 0,1 g Margarine, Abb. 5 und 6, Nr. 97), wiesen rachitische Ver 
anderungen auf, auch die Buttertiere wurden rachitisch. Endlich lie! 
sich auch hier allmabliche Verkalkung der Knorpelzone feststellen, al- 
den tibriggebliebenen rachitischen Tieren von der vierten Woche ab taglic! 
0.2 ¢ der Margarine Nr. TI] verabreicht wurde. 


Zusammenfassung. 


In Fiitterungsversuchen an Ratten wurde die antirachitische 
Wirkung einer mit verschiedenen Mengen von bestrahltem Ergosterin 
(Radiostol) versetzten Margarine gepriift. Dabei ergab sich, daB die 
Tiere, die einen taglichen Zusatz von 0,1 bzw. 0.2 g einer vitamin 
haltigen Margarine (0.9 bzw. 1,8 antirachitische Einheiten. 9 Millionen 
pro Tonne) zu einer von Vitamin D freien Nahrung erhielten, kein 
rachitischen Knochenveranderungen aufwiesen im Gegensatz zu Kontroll- 
tieren, denen gleiche Mengen bester Tafelbutter (Allgiuer SiiBrahm- 
butter) verfiittert wurden. Ratten, die durch ungeniigenden Zusatz 
solecher Butter rachitisch geworden waren, zeigten schon nach 10 Tagen 
deutliche Anzeichen von Heilung, wenn sie tiglich 0,2 g der vitamin- 
haltigen Margarine erhielten. Diese Margarine erwies sich also nach 
ihrem Gehalt an antirachitischem Vitamin der besten Allgauer Suli- 
rahmbutter (Mai—Juli 1928) iiberlegen. 


Die durchgefiihrten Versuche zeigen auch die Wichtigkeit einer 
Wertbestimmung vitamin-D-haltiger Praparate. Sie lassen erkennen, 











Standardisierung des Vitamins D. 21 


18 das angefiihrte Verfahren nach K.H.Coward brauchbare Werte 
rgibt und daB die bei dem benutzten Radiostol angegebenen anti- 
ichitischen Einheiten 10000 pro Kubikzentimeter durch unsere 
Versuche bestatigt wurden 

Die Feststellung, daB einer vitaminfreien Margarine durch Zusatz 
on Vitamin D die antirachitische Wirkung bester Tafelbutter verliehen 
werden kann, ist nicht nur ernihrungsphysiologisch, sondern auch 
volkswirtschaftlich von Bedeutung. 
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Mit 6 Abbildungen im Text. 


Durch die epochemachenden Arbeiten Warburgs und seiner Sehul 
iiber den Energiestoffwechsel bésartiger und normaler Gewebe ist da 
Interesse an dem friiher mehr beachteten Eiweibstoffwechsel ce 
Tumoren stark in den Hintergrund getreten. So kommt es, dali wis 
heute prinzipiell noch auf dem Standpunkt der alteren Arbeiten vor 
Petry (1). Emerson (2), Biumenthal, Wolff. Neuberg. Jacoby (3). Hes 
Sal (4), Kepinow (5), Bosch (6) und Falk (7) stehen. die keine definitive 
Entscheidung iiber Autolyse und Heterolyse geben. Erst in neueste: 
Zeit kommen hinzu die Arbeiten von v. Gaza und Brandi (8) und hd: 
hacher und Merz (9). Diese Arbeiten wurden stets mit absterbende: 
Geweben ausgefiihrt. Die sogenannten .jiberlebenden” Gewebe sind 
tatsichlich nur mehr oder weniger langsam sterbende Gewebe. Mit 
solchen iiberlebenden Geweben erzielte Versuchsergebnisse lassen nicht 
erkennen, wie groB der Anteil des Lebens, wie gros der des Sterbens 
an den beobachteten Erscheinungen ist. Gegeniiber den friiher be 
nutzten Methoden mubte die Gewebeziichtung grobe Vorteile bieten 
und zwar die Gewebeziichtung im engeren Sinne, worunter wir nur 
die Technik verstanden wissen wollen, die es gestattet, Zellen beliebiy 
lange lebend und wachsend zu erhalten. Denn nur in diesem Falle sind 
wir sicher, dab die Absterbeerscheinungen mdoglichst reduziert sind 

Von Arbeiten, die sich fiir physiologisch-chemische Untersuchunge! 
iiber den Stickstoffstoffwechsel der Gewebeziichtung bedienen, liege: 
bisher nur diejenigen von Holmes und Watchorn (10) vor. Sie fande 
bei Geweben in fliissigem Milieu, in dem die Zellen nicht wachse: 
kénnen, keine Bildung von Ammoniak und Harnstoff, wohl aber |» 
den wachsenden Kulturen (mit Watte als Stiitzsubstanz), bei dene) 
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lie Mehrproduktion gegentiber den Kontrollen bis zu 100°. betragt 
Beim Gehirn verschiebt sich das Verhialtnis des Ammoniak-N zum 
Harnstoff-N, deren Summe sich nicht von den bei den Kontrollen 
vefundenen Werten unterscheidet, zugunsten des Ammoniaks, woraus 
vuf die Anwesenheit einer Urease geschlossen wird. Zusatz von Zucker 
zur Niahrfliissigkeit hemmt die Ammoniak- und Harnstoffbildung 
Die folgenden Untersuchungen, die auf Anregung von Dr. Albert 
Fischer ausgefiihrt wurden, gingen von folgenden Uberlegungen und 
Beobachtungen aus Da uns gewisse Beziehungen zwischen dem 
(Juotienten Gesamt-N Rest-N und dem Wachstum von Geweben 
n vitro bekannt waren | Baker und Carrel (11), Fischer und Demuth (12)| 
henutzten wir zunichst Fallungsmethoden und die Bestimmung des 
koagulablen und des nichtkoagulablen N, um einen Einblick in den 
Kiweibstoffwechsel in vitro wachsender Gewebe zu bekommen. Die 
zu erwartenden Verschiebungen muBten auf jeden Fall sehr klein sein 
Kine Fibroblastenkultur kann bei gutem Wachstum in | bis 2 Wochen 


im Hochstfalle schatzungsweise | mg Gewebe bilden mit etwa ! mg 


100 
Stickstoff. Wenn nur Bruchteile hiervon dem nichtkoagulablen Stick- 
stoff entnommen werden, war von vornherein bei Fibroblasten keine 
meBbare Anderung gegeniiber den Werten im: Medium allein zu erwarten. 

Anders schien dies beim Sarkom zu liegen. Es ist bekannt, dab 
Kulturen von Hiihnersarkomen das Plasmagerinnsel lebhaft ver 
fliissigen. Ein bis zwei Kulturen kénnen in 1 bis 2 Wochen von 0.5 com 
Plasma die Halfte bis zu vier Fiinfteln verfliissigen. Wenn bei dieser 
stiirmischen, makroskopisch sehr eindrucksvollen Veranderung tiefere 
Spaltungen der Eiweibkorper auftreten sollten, so muBten sie sich 
mikrochemisch mit Sicherheit nachweisen lassen. 


Methodik. 


Bei der Ausarbeitung der Methodik sahen wir uns der unangenehmen 
latsache gegentiber, dali ein fiir das Wachstum von Kulturen in vitre 
besonders geeignetes Medium fiir die chemischen Untersuchungen wenige 
brauchbar ist und umgekehrt. Das ideale Medium fiir normale Gewebe 
wellen ist Plasma und Embryonalgewebesaft oder durch Abbau von Eiweils 


gewonnene Produkte. Der Embryonalextrakt hat starke proteolytische 
Fahigkeiten, auf denen die giinstige Wirkung des Extrakts iiberhaupt 
beruhen diirfte. Fiir die chemische Untersuchung ware es von Vorteil, 


wenn wir es nur mit den Zellen als Fermentspendern zu tun hiatten. Die 
verwendbaren EiweiBabbauprodukte, wie sie durch Verdauung von Fibrin 
der Pepton durch Fermente [Baker und Carrel (11)] oder dureh Coli 
hazillen [Fischer und Demuth (12)] oder durch Falling mit Natriumsulfat 
Baker und Carrel (11)| gewonnen werden kénnen, sind ziemlich unstabil, 
schwer exakt zu fallen und miissen in so hohen Konzentrationen dem 
Medium zugesetzt werden, dai Verschiebungen der verschiedenen Eiweib- 


abbaustufen innerhalb geringer Grenzen schlecht nachweisbar sind. Aut 
der anderen Seite war es wichtig, nur mit gut gedeihenden Kulturen zu 
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arbeiten. Ein Fortlassen von wachstumsférdernden Substanzen kam daly 
nicht in Frage. Die Schwierigkeit konnte nur durch alle médglich: 
Variationen in der Zusammensetzung des Mediums einigermawien uw 
gangen werden. 

Es wurde in Carrelflaschen geziichtet!, die durch eine Ringmarke a 
Halse auf ihren Inhalt (20 bis 22 cem) geeicht sind. 

Die feste Phase bestand meistens aus 0,5 cem Hiihnerplasma wi 
| bis 1,5cem Tyrodelésung mit 5°, Embryonalextrakt. Eine besse: 
Stiitzsubstanz ist bisher nicht gefunden worden. Um den Embryonalextra! 
yvanz auszuschalten, wurde das Plasma gelegentlich durch erhitztes Koagul: 
oder durch Stehenlassen bei 39° zur Koagulation gebracht. Die Sponta: 
koagulation in der Warme ist nicht giinstig. Meist wird nur eine mabi 
dicke, feste Plasmascheibe gebildet, aus der mehr oder weniger viel Seru 
ausgepreBt wird. Das mit Tyrodelésung und der fiir ein endloses Waclh 
tum insuffizienten kleinen Embryonalextraktmenge hergestellte Gr 
rinnsel ist wochenlang haltbar, ohne da®B auch nur ein Trépfehen Fliissigkei 
ausgeprebt wiirde. 

Wenn eine fliissige Phase benutzt werden sollte, wurden verschieder 
Konzentrationen von Embryonalextrakt mit Tyrode oder mit Serum gv 
nommen oder EiweiBabbauprodukte, und zwar Proteosen nach Bak; 
und Carrel oder mit Colibazillen beimpftes Pepton nach Fischer und Demut/ 
(59, PP 4, PP 11). 

Sollte nur mit fester Phase geziichtet werden, so wurden gréBere Menge) 
von Embryonalextrakt oder Proteosenpraparate zum Plasma sofort mit 
zugegeben. 

Die Fliissigkeiten wurden mit graduierten Pasteurpipetten abgemessen. 
Zum Teil wurde auch eine Mikrobiirette benutzt, die durch Kappen aut 
den Offnungen gegen Infektion yeschiitzt ist. 

Gewohnlich wurden zwei bis vier Kulturen in eine Flasche eingesetzt 
Die Fibroblasten stammten von mindestens sechs Passagen alten Kulture: 
zum Teil vom 16 Jahre alten Stamm Carrels, die Sarkome von dem Arse: 
sarkomstamm Fischer und dem Teersarkomstamm Laser. Das Wachstun 
der Sarkomkulturen ]aéBt sich nicht messen, bei den Fibroblastenkulture: 
wurde es gelegentlich in der tiblichen Weise mit Projektionsapparat und 
Planimeter gemessen. Jedenfalls wurden keine Kulturen beriicksichtigt. 
die nicht nach 7 Tagen ein relatives Wachstum von etwa 20 erreichten 
In der Regel betrug das relative Wachstum in 7 Tagen etwa 60 bis 80. 

In einigen Versuchen wurde nach einer Reihe von Tagen die iiber 
stehende Fliissigkeit sorgfiltig abpipettiert und mit einer bestimmten 
Menge Ringerlésung nachgespiilt. Bei diesem Spiilen wird immer ein 
kleine Menge stickstoffhaltiger Substanz vom Koagulum mit fortgerissen 
Hiervon stammen die Stickstoffzahlen bei den nicht verfliissigenden Fibr: 
blastenkulturen und Kontrollen ohne fliissige Phase. Uns schien dieser 
Fehler geringer zu sein, als wenn wir bei den Sarkomkulturen nur einer 
schlecht bestimmbaren Teil des Verfliissigten erfaBten. 

War eine fliissige Phase vorhanden, so wurde sie eventuell nach der 
Abpipettieren ersetzt und nach einigen Tagen dasselbe wiederholt. Sollt: 
der Versuch beendet werden, so wurde wieder die fliissige Phase oder ein 

eventuell aus dem Koagulum ausgepreBte Fliissigkeit in der beschrieben 


1 Uber Einzelheiten der Gewebeziichtungstechnik s. Fischer, Geweb: 
ziichtung. Miinchen, Miiller und Steinicke, 1927. 








EiweiBstoffwechsel normaler und bésartiger Gewebe in vitro. 25 


\Veise abgenommen, dann in der gesammelten Waschfliissigkeit und im 
Koagulum getrennt, durch Fallung mit Natriumwolframat nach Folin 
ind Wu (13), in einigen Versuchen mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach 
Rona und Michaelis (14), und Mikrokjeldahl koagulabler und nicht 
koagulabler Stickstoff bestimmt. Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB die 
EnteiweiBung bei mehreren, gleich angesetzten Flaschen geniigend gleich- 
maBig verlauft. 











Tabelle I. 

EnteiweiBung des Plasmakoagulums, Doppelbestimmungen nach 7 Tagen. 
— a Zusammensetzung Rassign Paces Rest-N Gesamt-N 
Nr. Plasma Tyrode + 5°/, EE. mg mg 
68 | 05 1.5 - ae 

22 r Pp 0,578 3,504 
138 0,5 0,5 Pr. 59 1,0 0.574 3500 
. 7 em & 1,193 5,743 
142 0,5 0,5 Pr. 59 1,0 1'098 5795 
on i es 0,168 6,622 
157 1,0 15+ 10% EE. 0151 6.675 
162) 05 1,5 02 Serum, | O03 3% 
0,8 Tyrude - a ate 

+ 5%, EE. 
168 05 15+ 10% EE.+0,1 Tyrode _ 0,099 3,456 
0,15 m HCl — 0,092 3,472 
» NaOH - 0,983 3,500 
» CH,CHOHCOOH — 0,077 3,486 


Zu jeder Versuchsreihe wurden Kontrollen ohne Gewebe angesetzt. 
Das Medium erleidet namlich im Laufe der Zeit mehr oder weniger starke 
Veranderungen, je nach der Menge des Embryonalextrakts und eventuell 
vorhandener Proteosen. Wie laingst bekannt ist und wie auch aus Tabelle II 
hervorgeht, autolysiert Embryonalextrakt lebhaft. Vom Embryonal- 
extrakt allein wird Plasma nicht gespalten, eher findet sogar eine gewisse 
Hemmung der Autolyse des Extrakts statt. Der im vierten Stabe der 


Tabelle Il. 


Versuche 68 und 69. Proteolyse durch Embryonalextrakt nach 7 Tagen. 





Rest-N in mg 


Plama ..... 05 05 O05 05 05 05 05 — Tyrode 
Proteosen 9n. . . — 0,25 — — 025 025 — — ad 3,0 
Hiihnerserum. ..) — — 0,25); — 025) —- — - 
Kmbryonalextrakt . — — — |025 — 0,25 — 0,25 
Tyrode + 5% Em- 

bryonalextrakt ., 15 15 (15/15 15/515 ,|)-—-, — 
Anfangswert . . . 0,103 0,186 0,136 9,201 0,219 0,284 .0,074 0,098 
Nach 7 Tagen. . . 0,104 0,329 0,126 0,249 0,394 0,539.0,077 0,162 


Steigerung um %. = 1 77 0 24. «80—s«837 4 65 


o« 
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Tabelle II verzeichnete Anstieg des Rest-N um 24°, ist ganz auf die Selbst 
spaltung des Embryonalextrakts zu beziehen.  Proteosen sind auBbe: 
ordentlich leicht fiir proteolytische Fermente angreifbar. Schon bei 
geringen Mengen von Embryonalextrakt wie im Versuch des zweit: 
Stabes der Tabelle Il werden die Proteosen sehr stark gespalten. 


Versuche mit Hiihnerfibroblasten und Sarkomkulturen. 


In den Tabellen III bis XIII und den Abb. 1 bis 5 sind einig: 
Versuche mit Kulturen von normalem und bésartigem Hiihnergewel 
wiedergegeben. Tabelle XIV und Abb. 6 geben eine Ubersicht iibe: 
die Durehschnittswerte. Die Versuche lassen sich in zwei Gruppen 
teilen: 1. solche mit Koagulum und fliissiger Phase, 2. solche mit 
Koagulum allein. 


Versuche mit fliissiger Phase. 


Bei den Versuchen, bei denen das Medium auber dem Koagulum 
auch eine fliissige Phase enthalt, sind die Verhaltnisse etwas kompliziert 
Wenn die EiweiBmengen in beiden Phasen nicht gleich sind, so findet 
durch Diffusion ein gewisser Ausgleich statt. Im Versuch 160(Tabelle II] 
Abb. 1) ist der Quotient von Gesamt-N: Rest-N im Koagulum iiber 
doppelt so groB, wie in der fliissigen Phase. Im Versuch 162 (Tabelle I\ 
Abb. 1) ist eine véllige Angleichung gegliickt. Die Konzentrationen 
sind in beiden Phasen gleich. Infolgedessen bleibt wahrend einer ganzen 
Woche die Verteilung des Gesamt-N auf beide Phasen sowohl in den 
Kontrollen wie bei den Kulturen vollkkommen gleich. Nur im Rest-N 
treten Verschiebungen auf. Im Versuch 160 ist etwas Eiweif aus dem 

GesN 


Ant Fobroblasten Sarkom Ant Korte fibrobl Sarkom 







Rest-N 
a7 











vers. 160 Vers. 162 


Abb, 1° 


* Erlauterungen zu den Abbildungen. Die Nullinie bedeutet di: 
Grenze zwischen fliissiger Phase und Koagulum. Nach oben sind die Wert: 
in der tiberstehenden Fliissigkeit, nach unten diejenigen im Plasmagerinns« 


verzeichnet. Die weiBen Stabe geben die Werte fiir Gesamt-N in Milli 


grammen wieder, die schwarzen die Werte fiir Rest-N, diese bei den Ver 
suchen 160, 162, 157 im zehnfachen MaBstab. A = Anfangswert, F = Fibro- 
blastenkultur, S = Sarkomkultur, M = Milzkultur, K Kontrolle. 
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Koagulum in die fliissige Phase iibergegangen. Sowohl im Versuch 11\) 
wie im Versuch 162 hat keine Vermehrung des Gesamt-N beim Sarko; 
in der fliissigen Phase stattgefunden, obgleich samtliche Kulture) 
das Koagulum sehr stark verfliissigt hatten. Es mu also die Ko: 
zentration des Gesamt-N in der fliissigen Phase beim Sarkom relat 
niedriger sein als bei den Fibroblasten und den Kontrollen. 

Beim Rest-N ist die auffallende Tatsache zu verzeichnen, dab di 
Summe des Rest-N in allen Kulturen gegeniiber der Anfangskonze 
tration und auch gegeniiber den Kontrollen erniedrigt ist. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daf wir es hier mit Versuchsfehlern zu tun haben 
infolge verinderter Fallbarkeit der koagulablen Substanzen im Laufe 
des Versuchs, da die Abnahme des Rest-N sich besonders auf das 
Koagulum bezieht. Natiirlich besteht die Méglichkeit eines Aufbaues 
von EiweiB, was bei lebenden Zellen und beim Embryonalgewebesaft 
an sich zu erwarten ist. Aber exakt bewiesen konnte dies bisher nicht 
werden. Jedenfalls ist auch beim Sarkom keine Vermehrung des Rest-N 
zu finden. 

Bei Zusatz von Proteosenpriparaten (Versuche 64 und 42 
Tabelle XIV) wird der Versuch noch ungiinstiger, weil die Proteosen 
von Anfang an eine relativ groBe Rest-N-Menge enthalten. Auch hier 
ist nur eine unsichere Steigerung des Rest-N bei den Sarkomen gegen- 
iiber den Fibroblasten festzustellen, immerhin aber jedenfalls keine 
Verminderung. Ahnlich ist es bei den Versuchen mit Casein. Nach 
Versuchen mit autolysierenden Sarkomen war sowohl bei den Proteosen 
wie auch beim Casein eine lebhafte Spaltung zu erwarten. Dies konnte 
aber in den Kulturen mit Casein nicht nachgewiesen werden (Ver- 
suche 172 und 178, Tabellen V und VI), obgleich groBe Veranderungen 
im Medium vor sich gehen, indem zum Ausgleich der anfanglich sehr 
niedrigen Gesamt-N-Konzentration in der fliissigen Phase fast die 
Halfte des N aus dem Koagulum in diese iibergehen. Im fliissigen 
Teile findet sich relativ weniger Rest-N, so daB hier der Quotient 
Gesamt-N : Rest-N gegeniiber den Anfangswerten steigt, wahrend er 
im Koagulum fallt. 


Versuche mit Koagulum allein. 


Die Versuche ohne fliissige Phase geben ein einfacheres Bild 
Versuch 176 (Tabelle VII) nimmt insofern eine Sonderstellung ein, als 
hier das Medium nur aus Plasma besteht. Die Koagulation erfolgte 
spontan in der Warme. Infolge des Fehlens von wachstumsférdernden 
Substanzen ist das Wachstum der Fibroblasten nur mabig, da sie 
lediglich ihre Residualenergie zu verbrauchen haben. Im Gegensatz 
dazu kénnen die Sarkome ihre Zellsubstanz aus den Bestandteilen 
des Plasmas aufbauen. Das Wachstum der Sarkomkulturen war dahe: 
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gut, die Verfliissigung leider zum Teil nicht sehr stark. Da bei d 
Gerinnselbildung ungleiche Mengen von Serum ausgepreBt wurd: 
mubte auf eine Trennung der Bestimmungen im Koagulum und ji 
6es.N fliissigen Teile verzichtet werden. Wieder zei, 


T en sich dasselbe Ergebnis: Die Rest-N-Menge is: 
10. Jar ° ’ ° 

Rest-w bei Sarkomen nicht erhdht. 

O,0S — —- an . 

0 Bei Versuch 157 (Tabelle VIII und Abb. 2 
a ist die Summe des Rest-N beim Sarkom gleich 
3%  erjenigen bei der Fibroblastenkultur und nur 








wenig grOBer als bei den Kontrollen. Hier macht 
sich das Mibverhaltnis zwischen Gesamt-N und 
bd Rest-N im Verfliissigten besonders stark bemerk- 
bar. Der Quotient Gesamt-N : Rest-N im fliissigen 
6b Teile ist bei den Kontrollen 8, bei der Fibro 
‘ —— blastenkultur 4, aber bei dem Sarkom 29. Da 
- Vers. 157 
Abb. 2. die Menge des Rest-N beim Sarkom gleich der 
jenigen bei Fibroblasten ist und nur der G: 
samt-N vermehrt ist, bedeutet das, da®B bei der Verfliissigung 
nur solche Stickstoffsubstanzen in die fliissige Phase iibergehen 
die wolframatfallbar sind, wenn nicht etwa niedrige Abbaustufen 
zum Zellaufbau verwendet, beim Zellzerfall aber nicht wieder ge- 
spalten sind. 
In den Versuchen 100, 138 (Tabelle IX), 142 (Tabelle X und Abb. 3 
und 156 (Tabelle XI und Abb. 4) sind dem Koagulum Proteosen zugesetzt 
infolgedessen sind die Rest-N-Werte hoch und die Summe des Rest-N 























avd Ant Fibroblasten Sarkgme Monte Qurchschnit 





2; Antion = Milz Sorkom 
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6 LU _ Vers. 142 9, 
Abb 3 Abb. 4. 











steigt gegeniiber den Anfangswerten schon bei den Kontrollen stark 


an. Sie ist auch in diesen Versuchen beim Sarkom _niemals 
wesentlich gréBer als bei Fibroblasten oder Milz. Wieder gelit 
relativ mehr koagulabler als nicht koagulabler N in die fliissig: 
Phase iiber. 
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Eiweibstoffwechsel normaler und bésartiger Gewebe in vitro. 35 


Tabelle XI. 
Versuch 156. Medium: 0,5cem Plasma, 1,0cem PP,, + 0,5 cem Tyroce 
mit zusammen 5°, Embryonalextrakt. 





\ntangswerte im Gesamtmedium ee se* 7 ; ; “ k yy 
Milz : Durch. Teersarkom Durche — 

Sh irae aig 4 2326 | 2327 | 2328 °°" 23390 | 2331 (P| 2533 
Wee. ss we aw 2 to ~+ ++ + +t 
Verflissigung ...... ” re +} + ff te} ob “ 
Nach 7 Tagen Rest-N 

in Verflissigung. . . . 9,220 0,252) 0,285 0,252 0,280 |0,391 0,336 0,145 

Gesamt-N in Verflissig. 0,553 0,672! 0,826 0,684 1,568 |1,176 1,872 0,245 
Im Koagolum Rest-N . . 1,279) 1,297| 1,358 1,311 1,288 (1,205 1,247 

Gesamt-N ..... . 3,969) 3.850) 3,696 3,838 2.954 (3.346 3.150 4.277 


InderGesamtmenge Rest-N 1,499 1,548 1,644 1,563 1,568 1,596 1,583 


Heterologes Plasma wird von Hiihnersarkomkulturen weniger 
leicht verfliissigt. Aus einer Versuchsreihe (169) mit Rattenplasma 
und Hiihnerserum und Hiihnerembryonalextrakt gibt Tabelle XII 
einen Teil wieder. Es war im Verlauf von 7 Tagen immerhin eine geringe 
Verfliissigung eingetreten. Die Gesamt-N-Menge im fliissigen Teile 
ist deutlich erhéht, aber auch die Rest-N-Menge, so dab vielleicht 
eine stirkere Spaltung durch Sarkom anzunehmen ist \ 


Tabelle XII. 
Versuch 169. Hiihnersarkom in heterologem Plasma und homologem 
Serum und Extrakt. 0,5ccm Rattenplasma, 1,5cem Tyrode mit 10%, 
Embryonalextrakt, 0,41 cem Hiihnerserum + 0,59 cem Tyrode. 





Anfangswerte: Koagulum...... . . 0,096 Rest-N 3,143 Gesamt-N 
Fliissige Phase. .... . 0,050 ,, 2.855 a 
Summe ....... . . 0,146 Rest-N 5,998 Gesamt-N 
Hiubnersarkom Kontrolle 
3506 35968 


In der iberstehenden Flissigkeit nach 7 Tagen 


as a 6 ak a eh ee 0,154 0,129 
as Stik, tae a, ei a 4.729 3,752 
Im Koagulum Rest-N .......... 0,071 0,071 
NG «(Sw 0 6 6.0 5.2 & gokmee 1,261 2,241 
In der Gesamtmenge Rest-N ....... 0,225 0,200 


Versuche mit Verschiebung der Aziditat. 
Hiihnersarkome verfliissigen das Plasmagerinnsel starker bei 
Verschiebung der Aziditaét nach der alkalischen Seite, schwacher oder 
gar nicht bei Verschiebung nach der sauren Seite. Aus Tabelle XIII 
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Eiweibstoffwechsel normaler und bésartiger Gewebe in vitro. 37 


ind Abb. 5 ist dies, was die alkalische Seite betrifft, gut zu ersehen 
Die relativ starke Verfliissigung auch auf der sauren Seite von der 
vewOhnlichen Reaktion des Mediums deutet vielleicht auf Veranderungen 
in der Koagulumbildung besonders bei Essigsiure. Die Aziditats- 
verschiebung (bis auf etwa py 6,5) ist stirker als wir sie bei den Ver- 
suchen tiber die Unterdriickung der Verfliissigung durch Sauerung 
bisher verwendet haben. 
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Vers. 168 
Abb. 5. 


Weder bei der sehr starken Verfliissigung im alkalischen Milieu 
noch im sauren Milieu kommt es zu einer tieferen EiweiSspaltung 
auch nicht bei Verwendung von Milchséiure. Bei Milchsaiure, besonders 
aber bei Natronlauge ist das Mibverhaltnis zwischen Gesamt-N und 


Rest-N in dem Verfliissigten sehr deutlich. 
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Eiweiistoffwechsel normaler und bésartiger Gewebe in vitro. 3Y 


Verfliissigungsversuche mit Kochextrakten. 


Um die Kulturen sicher am Leben zu erhalten, waren wir ge 
wungen, Naihrmedien zu benutzen, die reichlich Fermente enthalten. 
Kine Inaktivierung oder Beseitigung dieser Fermente ohne Schaden 
fiir das Zellwachstum ist nicht méglich. Um aber eine Kontrolle dafiir 
zu haben, wie grof der Anteil der Fermente aus den Geweben, wie 
groB derjenige aus den Medien bei der Verfliissigung ist und ob es sich 
hierbei iiberhaupt um einen Fermentprozel handelt, haben wir die 
Fermente der Gewebe durch Hitzeinaktivierung ausgeschaltet. Wir 
erwarteten natiirlich, daB} dadurch die Verfliissigung abgeschwacht oder 
iiberhaupt unterdriickt werden wiirde. 

Uberraschenderweise ist das nicht der Fall. Schneidet man Gewebe- 
kulturen von Sarkomen oder normalen Geweben aus, d.h. Stiickchen 
von schittzungsweise 0,1 mg Gewicht, versetzt sie mit 0,1 cem frisch 




















Vers. 738 42 6. 160. 162. 
Abb. 6. 


in Glaskolben destilliertem Wasser und kocht sie 1 Stunde lang im 
Wasserbad, und gibt man diese kleine Menge von Kochextrakten 
in ein Medium von 0,5cem Plasma und 1,0cem Tyrodelisung mit 
5°, Embryonalextrakt, so tritt nach wenigen Tagen bei den Koch- 
extrakten aus Sarkomkulturen eine lebhafte Verfliissigung des Koagulums 
ein (Tabelle XV). Bei Kochextrakten aus normalen in vitro geziichteten 
Geweben bleibt dieses Phinomen aus. Allerdings tritt gelegentlich 
auch hier eine ganz geringe Menge von Fliissigkeit aus dem Koagulum 
aus, in der N nachweisbar ist, wozu noch kleine Mengen durch das 
zweimalige Abwaschen der Oberfliche des Koagulums mit Ringer- 
lisung hinzukommen. Ob es sich bei den kleinen Fliissigkeitsmengen 


aus dem Koagulum, das auch ganz ohne jeden Zusatz sich Ahnlich 
verhalten kann, um ein rein mechanisches Phinomen handelt oder 
ob der Embryonalextrakt allein schon immer eine geringe Ferment- 
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Tabelle XV. 


Kochextrakte aus Gewebekulturen von Hiihnern. 0,5 ccm Plasma, 1,0 cc: 
Tyrode mit 5% Embryonalextrakt. Aus dem Koagulum verfliissigter \ 
in x. 10-8 mg. 





Tage Sarkom Fibroblasten —— - 100 
7 581* 249* 233 
7 272 67 406 
7 437 73 598 
7 204 95 215 
7 256 64 400 
7 342 143 239 
7 286 55 520 

45 645 35 1 843 
29 94 5 1 880 
29 833 6 13 883 
29 1108 6 18 467 
21 41 32 128 
21 80 32 250 
21 543** 32 1 697 
21 118** 32 369 
21 76*** 32 237 
21 636*** 32 1 988 
Durchschnitt: 2 566 

Ohne die Werte 9 bis 11: 671 

* Summe aus drei Flaschen. — * Kochextrakt von zwei Kulturen. — ** Kochextrakt von 


vier Kulturen, 


wirkung ausiibt, bleibe dahingestellt. Man mul fiir alle die im folgenden 
beschriebenen Versuche immer bedenken, da8 wir mit Embryona! 
extrakt als Fermenttrager gearbeitet haben, d.h. einer Substanz 
die ganz bunt und keineswegs konstant zusammengesetzt ist. Aus 
diesem Grunde sollen auch die absoluten Zahlen der folgenden Versuch 
nur bei besonders groBben Unterschieden beriicksichtigt und nur Ver. 
gleiche innerhalb einer Versuchsreihe. gezogen werden. 

Einwandsfrei ist jedenfalls bei den Versuchen mit Kochextrakten 
daB bei Sarkomkochextrakten eine Verfliissigung eintritt, bei det 
N-Werte im Verfliissigten mit dem Waschwasser gefunden werden 
welche die Zahlen bei normalen Geweben um etwa das Sechsfachie 
iibertreffen, ja die sogar mehr als das Hundertfache betragen kénnen 
Bemerkenswert ist weiter, da auch Kochextrakte von normalen 
Geweben, die lebend das Plasmakoagulum stark verfliissigen kénnen 
wie Magenepithel (20 und 119.107~%mg N) und _ Gehirnepithe! 
(56 .10-% mg N) keine oder nur eine geringe Wirkung haben. Ver 
fliissigen aber Fibroblasten- Kulturen, so kénnen auch die Kochextrakte 
hiervon sehr wirksam sein (Tabelle XVI). Hier sind vier Kochextrakte 
von Fibroblastenkulturen verwendet worden, die viele Passagen hin 
durch regelmaBig das Plasmagerinnsel verfliissigt hatten. Nach neueren 
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Tabelle XVI. 


Kochextrakte aus normalen und aus verfliissigenden Fibroblastenkulturen. 
0.5cem Plasma, 1,0cem Tyrode mit 5°, Embryonalextrakt. Aus dem 
Koagulum verfliissigter N in x. 10-% mg. 





Verflussigende Normale Verfliissigend Abgestorbene, 
Tage ——— - 100 nicht ve flissigende 
Fibroblastenkulturen Norma! Fibroblastenkultur 
29 5S 5 1160 27 
29 104 6 1733 
21 342 32 1079 
21 1188 32 3713 


Untersuchungen sind wir nicht imstande, diese Kulturen mit Sicherheit 
von Sarkomen zu unterscheiden. 

Prinzipiell den gleichen Effekt erreicht man mit Kochextrakten 
aus Organen. Sarkome und Organe von Hiihnern wurden zer- 
kleinert und mit der gleichen Gewichtsmenge doppelt destillierten 
Wassers versetzt, 1 Stunde im Wasserbad gekocht, die iiberstehende 
Fliissigkeit dekantiert. Aus Tabelle X VII ist zu ersehen, daB bei Ver- 
wendung von 0,1 ccm solcher Kochextrakte ebenfalls ein groBer Unter- 
schied zwischen normalem und bésartigem Gewebe besteht. Die Wirk- 
samkeit der verschiedenen Extrakte ist sehr inkonstant. Wir haben, 
wenn auch selten, Kochextrakte aus Sarkomen erhalten, die nur wenig 
stirker wirksam waren als Extrakte aus normalen Organstiickchen. 
Wir bringen das damit in Zusammenhang, daB sich die verwendeten 


Tabelle XVII. 


Kochextrakte aus Organen von Hiihnern: 0,1 cem. 0,5 ecm Plasma, 1,0 cem 
Tyrode mit 5°, Embryonalextrakt. Aus dem Koagulum verfliissigter N 
in x. 10-* mg. 





Tage Sarkom Muskel as 100 Milz re 100 Leber — 100 

7 217 112 192 

7 175 112 156 

7 242 80 303 

7 270 80 338 

7 529 80 662 

7 479 81 592 

7 406 SI 507 

7 338 S1 418 
21 195 84 232 80 244 &3 235 
21 116 84 138 80 145 S4 138 
14 210 76 276 98 214 Sl 259 
14 158 76 208 98 161 Sl 195 
19 197 115 171 
19 235 115 204 


Durchschnitt: 313 191 207 
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Sarkome nicht immer im gleichen Zustande befanden. 


werden. 


Es mubte nun nachgewiesen werden, daB es sich bei dem \; 
fliissigungsphainomen wirklich um einen FermentprozeB handelt wu: 
Kochextrakte als Aktivatoren 
sich, dais die Vermehrung der Kochextraktmenge um 100 
keine sichere Steigerung der Verfliissigung hervorruft, wohl aber di: 
Steigerung der Embryonalextraktmenge. Ersetzt man den Embryona| 


daB die 
ergibt 


extrakt 


Koagulation des Plasmas benutzt wird 


Kochextrakte aus Organen von Hiihnern. 


Tabelli 


wirken 


XVIII. 


durch 


Aus 


0,5 ccem Plasma 


Tabelle 


» 10cem Tyr 





Sarkome kon 
relativ solide oder sehr stark zerfallen sein, und das verwendete Mate: 
konnte nicht immer unmittelbar nach dem Tode der Tiere entnomn 


der ja gleichzeitig als Trager einer Thrombokinase fiir 
1 Stunde auf 60)" | 


XVIII 





Sarkom 373 


Sarkom 299 


Kochextrakte aus Organen von Hiihnern. 





Menge 


01 
0.1 
02 
0.2 
0.1 
01 
0.1 
0.1 


0.1 
0.1 
O1 
01 
0.2 
0,2 


Embryonalextrakt 


Menge 


0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
0.15 
0, l 5 
0.25 
0.25 
0.05 
0.05 
0.15 
O15 
0.05 
0.95 


Tabelle XIX. 


0.5 ccm Plasma 


1¢ 


mg 


195 
116 
162 
125 
139 
260 


1760 
1175 


210 
158 
226 
193 
94 
DISK 


N 


, 1,0 cem Ty 


Tage 


21 


21 
21 
21 
21 
21 
21 
21 
14 
i4 
14 
14 
14 
14 





Embryonalextrakt 


—1—-1—-i—) 
IO lO IX DO 


Koagulen 


Kochextrakt 


Sarkom 299 
299 

Herz, normal 
Sarkom 299 
, 299 
Herz, normal 


Menge 


ie 
0. 


0, 
0. 
0. 


IO IO DO OS DO DO DO LO 
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hitztes Koagulen. so wird die Verfliissigung durch Sarkomkoch 
extrakt um die HAlfte herabgesetzt (Tabelle XIX). (Der erste Wert 
ei Herzkochextrakt diirfte auf einem Fehler beruhen.) DaB immer 
och eine geringe Verfliissigung eintritt, deutet darauf hin, daB sich 
uch im Plasma fibrinverfliissigende Fermente befinden miissen, die 
wahrscheinlich aus den weiben Blutzellen oder aus den Geweben 
stammen. Embryonalextrakt und Koagulen allein sind wirkungslos 
Die letzten vier Zahlen fallen in die Fehlergrenze 
Wie sich aus Tabelle XX ergibt, ist die kochbestandige, wirksame 
Substanz bis zu einem gewissen Grade ultrafiltrabel. Die schwankenden 


it 


Werte beruhen auf einer mehr oder weniger groBben Dichtigkeit der 
Filter. Das Filter des Versuches 374 war kongorotdurchliassig 


Taheile XX. 


Kochextrakte aus Organen und Ultrafiltrat. .0,5cem Plasma, 1,0 cem 
Tyrode mit 5°, Embryonalextrakt. «x. 10-%mg N. 





: ; Filterriickstand, mit Wasser 
Nr Menge Sarkom Ultrafiltrat Tage aufgenommen und auf Ursprungs- 
volumen eingedamptt 


373 01 195 63 21 
373 01 116 64 21 
299 0.1 210 120 14 
299 0,1 158 112 14 
374 0,2 529 225 7 57 
395 0,2 479 106 7 213 


Es bestand die Frage, ob wir es bei dem ganzen Phinomen nicht 
mit einer Stérung der Koagulumbildung zu tun hatten. Da auberdem 
Sarkomkulturen bei Verschfebung der Aziditat nach der sauren Seite 
und bei Zusatz von Calciumchlorid weniger verfliissigen, wurde die 
Wirkung von Azidititsverschiebungen und von Calcium auf das Ver- 
fliissigungsphinomen durch Kochextrakte untersucht (Tabelle XX1). 
Vorversuche hatten gezeigt, daB man weder durch alkalische noch durch 
saure Phosphatpuffer in Variationen von 0,5ccm sekundarem Phosphat 
bis zu 0.5 cem primarem Phosphat und selbstverstandlich noch weniger 
durch Calciumchlorid eine Verfliissigung eines Plasmakoagulums ohne 
Kochextraktzusatz bekommt. Nur Essigsiure scheint das Koagulum 
im Sinne einer geringeren Festigkeit zu beeinflussen. Sowohl die Wasser 
stoffionen wie die Acetat- und Lactat-lonen beférdern die Verfliissigung 
bei Anwesenheit von Kochextrakten. In Kombination dieser beiden 
Faktoren ist die Verfliissigung am starksten bei Essigsiure und bei 
Milchsiure. Milchsiure allein und Milchsiure mit Muskelkochextrakt 
ist aber unwirksam. Bei Verschiebung nach der alkalischen Seite ist 


die Fermentwirkung eher abgeschwacht. Calciumchlorid hemmt in 
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Tabelle XXI. 


Kochextrakte und Ionenwirkung. 0,5cem Plasma, 1,0cem Tyrode 
5°, Embryonalextrakt. 0.15m Lésungen. 





Lésungen Menge Sarkom =m Muskel ee my Tage Pi 
Salzsaure. . . , 0,1 904 510 7 
- : af ae 0,1 1070 527 7 
01 379 71 7 6.4 
a sti ec Ma 0,1 448 76 7 
Essigsiure ... . 01 1397 7 6 
£ 0.1 1239 395 370 14 
a ee Sa 0,1 1009 135 7 
Milchsaure a 01 1420 85 7 6 
- te ohm, “a 0,1 1431 101 7 
Natronlauge .. . 0.1 319 510 7 
0,1 434 527 7 R.4 
a ae. 0,1 350 182 7 
Calciumehlorid . . 05 “ 175 “ 112 7 
01 518 7 
‘ 0,2 52 
Calciumacetat. . . O01 53 127 7 
Natriumacetat. . . 0,1 546 335 7 
Natriumlactat. . . 0,1 613 497 7 
Calciumlactat . . . 0,1 539 


héheren Konzentrationen deutlich. Ebenso unterscheidet sich Calcium 
acetat deutlich von Natriumacetat. Wie diese Befunde mit den FE 
gebnissen der Kulturversuche in Ubereinstimmung zu bringen sind 
wird in der Diskussion gezeigt werden. Kochextrakte aus Serum und 
Blut von Sarkomhiihnern sind oft wirksamer als von normalen Tiere 
aber dieser Befund ist inkonstant (Tabelle X X IJ). 


Tabelle XXII. 
Kochextrakte aus Blut und seinen Bestandteilen mit gleichen Teile: 
destillierten Wassers, je 0,leem. 0,5cem Plasma, 1,0cem Tyrode mit 
5°, Embryonalextrakt. 7 Tage. 





Sarkom 


Sarkomtier Normaltier eek” 100 
as ae es zh6 113 253 
. ae a ee 406 297 137 
o i lene Ste ; 319 297 107 
‘es a ttn care Sins 440 297 148 
Salle a: 400 300 133 
e yeas, , 434 300 145 
= ie oa ne an iii 248 300 82 
MS. ais aves ew! 126 122 103 
je ‘ ek eee. 126 123 102 
Blutkuchen. . . . 105 95 111 
. 518 
421 


Gesamtblut . 8680 360 2411 
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In der Hoffnung, die wirksame Substanz in unseren Kochextrakten 
bei Stoffen wiederzufinden, die in irgend einer Weise etwas mit bés- 
rtigen Tumoren zu tun haben, sei es als bekannte cancerogene Sub- 
stanzen, sei es als Stoffe, die bei therapeutischen Versuchen eine gewisse 
\Wirkung gezeigt haben oder denen eine besondere Tumoraffinitit 
zugeschrieben wird, haben wir eine gréBere Reihe von solchen auf ihre 
Fahigkeit, das Verfliissigungsphanomen hervorzurufen,-versucht. Unter 
zahlreichen Versuchen konnte nur Kupfer als wirksam gefunden werden. 
\us Tabelle XXIII geht hervor, daB Zusatz von Kupferverbindungen 
in bestimmten, tibrigens nicht allzu niedrigen, Konzentrationen eine 
Verfliissigung hervorruft, die so erheblich sein kann, daB innerhalb 
einer Woche das gesamte Koagulum verfliissigt wird. Versuche, nach- 
zuweisen, ob eine direkte Beziehung zwischen der Verfliissigung durch 
Kupfer und derjenigen durch Kochextrakte aus Sarkomen besteht, 
haben bisher nicht zu einwandfreien Ergebnissen gefiihrt. (Arsensiéure, 
Cyankali, Aluminium, Teer, Indol erwiesen sich als unwirksam). Dialyse- 
und Adsorptionsversuche sind bisher vollkommen negativ verlaufen. 
Es konnte immer nur ein Verlust festgestellt werden. Ebenso gelang 
es nicht, eine Artspezifitat der Kochextrakte sicherzustellen. Versuche 
mit anderen Tumoren, darunter auch menschlichen Geschwiilsten, 


Tabelle XXIII. 


Kupfer und Verfliissigung. 0,5ccm Plasma, 1,0cem Tyrodée mit 5°, 
Embryonalextrakt. Tyrode auf gleiche Volumina. 7 Tage. 





Konzentration Menge CuSO, CuCl, Na2SOQ, 4 94 ong, 
m 10 0.5 tlockt 

m/100 0,5 ‘ 

m/1000 0.5 630 

m/10 000 0,5 144 

m/100 009 0.5 ” 

m/100 0,1 total verfliiss. 

m/1000 0,1 242 105 99 

m/2009 0,1 83 45 39 

m/4000 01 a 77 

m/6000 0,1 42 

m/8000 01 “ 

m/16 000 0,1 ” 

m/4000 0,1 56 91 120 
m/4000 0,2 64 148 112 110 
m 4090 03 104 267 35 

m/4000 0, 1225 
m/1000 0,1 357 

m/2900 0,1 605 

m/4000 0.1 413 


m/8000 ot 398 
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sind seit langem im Gange. es kann aber vorlaufig dariiber nic}: 
Wesentliches berichtet werden, weil gewisse technische Schwierigkeit. 
zu tiberwinden sind, die vor allem darin bestehen, daS kein Plas: 
fiir diese Versuche so geeignet ist, wie das gut koagulierende Hiihn: 
plasma. Mit Kochextrakten aus Kulturen unseres Mausecarcino: 
stammes, der in Hiihner- und Rattenplasma nicht verfliissigt. bekan 
man zuweilen lebhafte Verfliissigung, oft aber auch nicht. Ahnlich ist os 
mit dem Rattensarkom Crocker (10)!, dessen Kulturen auch in Hiihne: 
und Rattenplasma nicht verfliissigen. Kochextrakte von Stiickche 
des Ehrlichschen Mausecarcinoms sind ebenso unwirksam wie ander 
Organstiickchen von der Maus bei Hiihnerplasma und Hiihnerembryona! 
extrakt. 

Es war noch zu beweisen, daB es sich bei der Verfliissigung nicht 
einfach darum handelte, daB aus den Maschen des Fibrinnetzes | 
Plasmakoagulum durch einen fermentativen ProzeB das Serum aus 
gepreBt wird, sondern da®B das Fibrin aus der festen in die fliissig 
Phase iiberfiihrt wird. Wir haben deshalb zu _ pulverisiertem Fibrir 
aus Pferdeblut in Ringerlésung geringe Mengen von Embryonalextrakt 
und Kochextrakte zugesetzt. Nach 10 Tagen wurde durch ein aschy 
freies Filter zweimal filtriert und in dem Filtrat der geléste Stickstoff 
bestimmt. Die Kontrollen standen im Refrigerator. Wie aus 
Tabelle XXIV _ hervorgeht, wurden 7 bis 8°,, Fibrin bei Anwesenheit 
von Embryonalextrakt verfliissigt. Der Unterschied zwischen Koch. 
extrakten aus Sarkomkulturen und aus Fibroblasten ist allerdings 
vollkkommen innerhalb der Fehlergrenze. Es kommt offenbar seh 
auf den Zustand des Fibrins im Plasmagerinnsel an. Das austretende 
Serum verdeutlicht auBerdem die Gerinnselverfliissigung im Plasma 


versuch. 
Tabelle XXIV. 


Fibrin aus Pferdeblut. 5°, Fibrinaufschwemmung in Ringerlésung au- 
doppelt destilliertem Wasser, je 20,0cem. Tyrode mit 5°, Embryona 
extrakt, je 1,0 cem. 


Toluol je 1,0cem. Kochextrakt aus Kulturen je 0,1] ccm. 


Anfangswerte: Gesamt-N ........ . 204,97 mg 
SR Ae ee ee ee 4,14 ,, 


N im Fitrat nach 10 Tagen in Milligrammen. 





Sarkomkulturen Fibroblasten Kontrollen 


15,56 15,05 14,94 542 5,26 


! Stamm-Kulturen wurden uns freundlicherweise von Dr. Carre/, 
New York, iiberlassen, wofiir wir an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank sagen. 














Eiweibstoffwechsel normaler und bésartiger Gewebe in vitro. 47 


Diskussion. 


Sarkomkulturen von Hihnern verfliissigen das Hiihnerplasma- 
koagulum sehr lebhaft. Es kommt hierbei zu einer Uberfiihrung des 
Koagulums aus dem Gelzustand in den Solzustand. Das Fibrinnetz 
wird aufgelést. Serum wird aus der Bindung an die Fibrinfaser frei. 
liefere Abbauprodukte, die bei Fallung mit Wolframat nicht aus- 
fallen, treten nicht in erhéhtem MaBe auf. Ob hohere Zwischenprodukte 
in gréBerer Menge gebildet werden, steht noch dahin 

Diese Verfliissigung ist offenbar ein Fermentvorgang. Ob Fermente 
sus den Gewebezellen sich hieran beteiligen. kann nicht entschieden 
werden. Ausgelist werden kann das Phanomen durch die Fermente 
des Embryonalextraktes und —- in geringerem Grade — auch durch 
Fermente des Plasmas. Die Wirkung dieser Fermente im reinen Medium 
Plasma -- Embrvonalextrakt verlauft. wenn tiberhaupt, so langsam, 
daB sie nicht mit Sicherheit nachzuweisen ist. Sie wird durch Stoffe 
iktiviert, die sich in geringem MaBe auch in normalen Geweben, in 
unvergleichlich viel gréBerer Menge aber in Sarkomgeweben befinden 
Diese Aktivatoren sind kochbestandig und bis zu einem gewissen Grade 
ultrafiltrabel. 

Die Verfliissigung durch Sarkomgewebe ist nicht spezifisch fiir 
Sarkom. Magen- und Darmepithel, Leber und Milz konnen stark 
verfliissigen; aber auch Fibroblastenkulturen verfliissigen das Medium, 
wenn sie irgendwie geschadigt sind, und Kochextrakte aus solchen 
Kulturen aktivieren die Plasmagerinnselverfliissigung. 

Da eine gréBere Arbeit tiber dieses Gebiet noch im Gange ist, sei 
hier nur so viel gesagt, daB es wahrscheinlich auf einen bestimmten 
Grad des Absterbens der Zellen ankommt. Nun sind Sarkomzellen 
sehr kurzlebig. Wir glauben daher, daB die lebhafte Verfliissigung 
durch Sarkomkulturen darauf zuriickzufiihren ist, daB relativ viel 
Zellen absterben, welche die in ihnen vorhandene kochbestandige 
iktivierende Substanz bei der Autolyse der Zelle freigeben. Wieweit 
nun umgekehrt das schnellere Absterben der Zellen, die lebhaftere 
Autolyse der bésartigen Gewebe mit dem Vorhandensein des Akti- 
vators in den Zellen und mit einer eventuellen Fahigkeit gerade dieser 
Zellen, den Aktivator in gréBerem Mabe zu produzieren oder zu 
speichern, zusammenhangt. kann vorliufig nicht gesagt werden. Doch 
ist es méglich, daB es sich nicht um eine spezifische Eigenschaft 
gerade der Sarkomzellen handelt. Zahlreiche Untersuchungen iiber 
Autolyse und Heterolyse normaler und bésartiger Gewebe haben uns 
gezeigt, daB hier offenbar flieBende Uberginge bestehen. Hieriiber 
soll an anderer Stelle berichtet werden. 

Wenn aber auch die beschriebene besondere Eigenschaft der 


Sarkomzellen nicht spezifisch sein sollte. so bleibt doch die Tatsache 
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bestehen, daB die fibrinverfliissigende Fahigkeit von Fermenten in d+ 
Nahe von absterbenden Sarkomzellen aktiviert werden kann. Hierm): 
besitzt das Sarkom seiner Umgebung gegeniiber eine gefahrliche Waff. 

Mit unserer Erklarung, dai die kurze Lebensdauer der Sarko 
zellen und ein relativ schnelles Absterben die Verfliissigung von Sarkor, 
kulturen hervorruft, kénnen wir vielleicht auch die Differenz zwischen 
unseren Versuchen mit Kulturen und denen mit Kochextrakten |e} 
Verschiebung der Aziditat beseitigen: Verschiebung der aktuellen 
Aziditat nach der sauren Seite hemmt das Wachstum bdésartiger Gewely 
zellen in vitro. Wir kénnen dies zwar nicht beim Hiihnersarkom nac} 
weisen — eben wegen der Verfliissigung —, wohl aber beim Carcinom 
[Fischer (15)]. Wenn das Wachstum der Sarkome in saurerem Milieu 
herabgesetzt ist, diirfte auch die Menge der durch absterbende Zellen 
in Freiheit gesetzten aktivierenden Substanzen relativ niedrig sein 
wodurch die Wirkung der Wasserstoffionen auf den Fermentvorgang 
der Fibrinolyse paralysiert wird. 

Ein Unterschied besteht noch zwischen den Versuchen mit Kulturen 
und denen mit Kochextrakten: Die Verfliissigung bei Sarkomkulturen 
ist um die Kultur herum lokalisiert und wird nur dadurch allgemein 
daB die Zellen sich iiber das ganze Koagulum hin verteilen. Die Ver- 
fliissigung bei Kochextrakten ist allgemein. Man kann aber auch in 
diesem Falle das Phanomen lokalisieren. Gibt man in eine Carrelflasche 
zuerst den Kochextrakt und lat diesen an einer Stelle vorsichtig 
eindampfen, und fiigt man nun erst Plasma und Embryonalextrakt 
hinzu, so bekommt man an der Stelle des eingedampften Kochextraktes 
eine lokale Koagulumverfliissigung. 


Zusammenfassung. 
1. Hiihnersarkomzellen enthalten eine kochbestandige Substanz, 
durch die fibrinlésende Fermente aktiviert werden. 
2. Diese Substanz wird von den absterbenden Zellen an das Medium 
abgegeben und aktiviert hier die im Embryonalextrakt und dem Plasma 
vorhandenen fibrinolytischen Fermente. 


3. Bei der Verfliissigung des Plasmakoagulums kommt es nichit 
zu einem Abbau, der die Grenze der Wolframatfallbarkeit iiberschreitet 


4. Der aktivierte Fermentvorgang wird durch Wasserstoffionen. 
Acetat- und Lactationen geférdert; Calcium hemmt, wahrscheinlich 
durch eine Strukturveranderung des Plasmagerinnsels. 

5. Die Fibrinolyse ist prinzipiell keine spezifische Eigenschaft der 
Sarkomzelle, sondern wahrscheinlich ein allgemeines Absterbephanomen 
Aus dem Sarkomgewebe kénnen aber mehr fibrinolytische Aktivatoren 
frei werden. 








ht 
et 


ch 





Eiweibstoffwechsel normaler und bésartiger Gewebe in vitro. 49 


Die Arbeit, die in einigen Teilen noch ergainzt werden muB, muBte 
.bgebrochen werden, weil aus dem Laboratorium alle Hiihnersarkome und 
Hiihnersarkomkulturen entfernt wurden. 
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Zur Analyse des Siurebasengleichgewichts im Harn. 


Von 
Fritz Mainzer und Anna Joffe. 


{Aus der medizinischen Abteilung des stadtischen Krankenhauses Alto: 
(Elbe). ] 


(Eingegangen am 5. September 1928.) 


Mit | Abbildung im Text. 


I. Ausgangspunkt der Untersuchung. 


Die Einordnung von Stérungen des Siurebasenhaushalts 
theoretisch wie klinisch gleich bedeutungsvoll begegnet oft grote: 
Schwierigkeiten. 

Das liegt zum Teil an der Unklarheit der Ordnungsbegriffe: Azidose 
und Alkalose, die durch ihr historisches Gewachsensein bedingt ist [Lichtwit: 
und Mainzer (1)]. Aber auch, wo von der Anwendung dieser Begriff 
vollkommen abgesehen wird, etwa in dem konsequenten und klaren Schema 
von van Slyke (2), schwinden die Schwierigkeiten nicht. Van Slykes Schema 
beriicksichtigt nur die im Blute zu erhebenden Befunde, die nicht imme: 
zur Charakterisierung des Saurebasengleichgewichts des Gesamtorganismus 
ausreichen. Oft genug bedarf es da der Heranziehung von Harnbefunde: 
zur Erganzung. Stérungen des Séurebasengleichgewichts brauchen zuden 
im Blute keine Spuren zu hinterlassen: die Befunde bei kindlicher Rachitis 
und Tetanie {Freudenberg (3), Freudenberg und Gyérgy (4) (5)} die Insulir 
wirkung beim normalen Erwachsenen [Endres und Lucke (6)] kénnen da- 
belegen. Weiterhin aber gibt es Zustaénde, in denen die Harnbefunde /» 
der iiblichen Deutung mit dem Ergebnis der Blutbefunde im Widerspruc! 
zu stehen scheinen. So fand Hiller (7) nach Histaminverabreichung i: 
Blute eine dekompensierte Azidose, dabei aber im Harn eine Abnalhny 
der Wasserstoffionenaktivitat und eine Verminderung der nach Folins (8 
Verfahren gemessenen ,,Séureausscheidung’. Wir selbst [Mainzer |‘ 
Mainzer und Joffe (10)] fanden in der Nachphase der Ammonchloridazido-» 
einen Anstieg des CO,-Bindungsvermégens iiber den Ausgangswert bei Fort 
dauer der absolut wie relativ gesteigerten Ammoniakausscheidung [welc! 
letztere bereits v. Limbeck (11) in analogen Versuchen beobachtet hatt: 
Feststellungen dieser Art zwingen dazu, in mancher Hinsicht die Prinzipie! 
zu revidieren, nach denen die Verwertung der Harnanalysen fiir die b 
urteilung des Séiurebasenhaushalts statthat. In der Absicht, fiir ein solclies 
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\orhaben die Grundlagen zu schaffen, sind die folgenden Untersuchungen 
ausgefihrt; dabei war es notwendig, sich nicht auf die Betrachtung der 
\mmoniakausscheidung zu beschranken, sondern, soweit wie méglich, alle 
fur die Neutralitatsregulation der Niere wesentlichen Funktionen in den 
Kreis der Betrachtung zu ziehen. Es war das um so mehr zu fordern, als 
eine Reihe von Beobachtungen dartun, daB die verschiedenen Regulations- 
funktionen auch der intakten Niere keineswegs unter allen Umstanden 
einen vollen Parallelismus zeigen: dahin gehéren die vergleichenden Unter- 
suchungen Gyérgys (12) iiber die Ammoniak- und Saéureausscheidung beim 
Brust- und Flaschenkind ; ferner die Feststellung nordischer und franzésischer 
Autoren [ Bisgaard (13), Bisgaard und Laarsen (14), Bisgaard und Nervig (15), 
Rafflin (16)], daB bei Epilepsie- und Tetaniekranken die von Hasselbalch (17) 
aufgefundene Beziehung zwischen Ammoniakzah! und Wasserstoffzah! des 
Harns gestért ist, sowie entsprechende Beobachtungen, die Veil und Heil- 
meyer (18) nach Digitalisverabreichung und wir [Mainzer (19)] selbst in 
der Nachphase der Ammonchloridazidose wie auch der Bicarbonatalkalose 
und nach gehiuftem Erbrechen nachweisen konnten. 


Dieser Absicht entsprechend, wollen die im folgenden mitgeteilten 
Versuche, in denen Ammonchlorid und Natriumbicarbonat verabreicht 
wurde, erst in letzter Linie einen Beitrag zur Physiologie der Ammon- 
chloridazidose und Bicarbonatalkalose liefern. Sie sollen vielmehr 
die hier darzulegende Betrachtungsweise der Neutralititsregulation 
der Niere nur beispielsweise erlautern. 


II. Das Problem: seine gedankliche und methodische Entwicklung. 


Vier verschiedene chemische Mechanismen sind es, welche die neu- 
tralitatsregulierende Funktion der Niere ausmachen (wenn die Betrachtung 
sich auf die isolierte Analyse des Harns beschrankt, die fiir den Séure- 
basenhaushalt bedeutungsvolle Anderung der Verteilung der Ausscheidungs- 
funktion zwischen Darm und Niere aber beiseite laBt). 


Basen kénnen einmal dadurch eingespart werden, daB an ihre Stelle zur 
Neutralisation der Séuren das Ammoniak, die dem Organismus theoretisch 
in unbegrenzter Menge zur Verfiigung stehende Base tritt, daB die Saéuren 
also als Ammoniumsalze ausgeschieden werden. Weiterhin kénnen schwache 
Sauren (wie die 8-Oxybuttersaéure) zu einem mehr oder minder groBen Anteil 
[Henderson und Spiro (20), Henderson und Palmer (21)] als freie Saéuren 
ausgeschieden werden, wahrend sie im Organismus als Salze vorhanden 
sind. Das hat auch fiir die Phosphorséure Geltung, wenn das primiire 
Salz als die hier in Frage stehende schwache Saure angesehen wird, eine 
Betrachtungsweise, die vom physikalisch-chemischen Standpunkt zu 
Recht besteht. Ferner wird die Ausscheidung der Sulfate in Form der ein- 
basischen Atherschwefelsiuren pro Mol Schwefelsiiure 1 Mol fixes Alkali 
gegentiber der Ausscheidung als zweibasisches anorganisches Sulfat zur Ein- 
sparung bringen. Eine bedeutsame Rolle scheint jedoch nach den Unter- 
suchungen von Levy (22) (unter Lichtwitz) dieser Mechanismus unter physio- 
logischen Bedingungen nicht zu besitzen, obwohl beim azidotischen Dai- 
betiker die Ausscheidung gepaarter Schwefelséuren wesentlich gesteigert 
ist [Naunyn (23)]. Umgekehrt kénnen fixe Sdauren (Anionen) ein- 
gespart werden, indem die Ausscheidung des Alkalis als Salz der Kohlen- 
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siure statthat. Bei alkalischer Harnreaktion, bei Harnen, deren Was: 
stoffzahl jenseits der Blutreaktion liegt, gewinnt dieser Vorgang, wie 
zeigen werden, groBe physiologische Bedeutung. 

Wenn wir uns zuniichst auf die Analyse langerer Sammelperiod 
beschranken, ist es gerechtfertigt, in erster Reihe die basensparende Funkt); 
der Niere ins Auge zu fassen. Diese Funktion wird gemeinhin als ,,Sauy 
ausscheidung“ bezeichnet, nicht mit Unrecht, soweit man sich auf 
isolierte Betrachtung des Harns beschrinkt. Vom Gesamtorganismus und 
seinem Saéurebasengleichgewicht aus betrachtet, ist jedoch das Wesentlic!y 
dieses Vorgangs in der Ersparnis fixer Basen zu sehen. 

Wo es uns auf die Bezugnahme zum Gesamtorganismus ankom: 
wiirden wir daher den Begriff der ,,Basenersparnis‘. vorziehen in de: 
Sinne, wie er bereits von Gaethgens (24), Moritz (25), Gamble (26) 
braucht wird. 

Den Mechanismus der Basenersparnis durch Ausscheidung von Athe: 
schwefelséuren diirfen wir nach dem oben Gesagten auBer Betracht lassen 
Wir beschranken uns also zunichst auf die Analyse der beiden andere) 
basensparenden Funktionen: die Ausscheidung von Ammoniak und titrie: 
barer Saure. 


a) Ammoniak. 


Nachdem Walter (27) bei der Saurevergiftung die Steigerung de: 
Ammoniakmenge im Harn beobachtet hatte, lag es nahe, hierin allgemein 
das Zeichen einer Saurevergiftung zu sehen. Wie wertvoll diese Anschauung 
zum mindesten als heuristisches Prinzip war, zeigt die Tatsache, dai six 
nach den Vorarbeiten von Hallervoorden (28), Stadelmann (29) zur Deutung 
des diabetischen Komas als Saurevergiftung und zur Entdeckung der 
fraglichen Saure fiihrte, die dann durch Minkowski (30) als B-Oxybutte: 
siure identifiziert wurde. Die bereits bekannten Beziehungen zwischen 
Harnstoff und Ammoniak im Gesamtorganismus legten nahe, auf cas 
Mengenverhiltnis dieser Substanzen im Harn zu achten. Es zeigte sic! 
die Abhangigkeit der im Harn erscheinenden N H,-Menge von der Harnstoft 
menge. So tritt an die Stelle der absoluten Ammoniakmenge im Har 
zuerst bei Koppe (31) der Koeffizient Ammoniak/Harnstoff; teilweis: 
wird der Harnstoff als N in den Koeffizienten eingesetzt, bis mit der Ein 
NH, —N 

N P 
effizient fast durchweg iiblich wird. In der Folge haben vor allem Schitte) 
helm (32) und Camerer (33) die Abhangigkeit der im Harn erscheinenden 
Ammoniakmenge von der Gesamtstickstoffzufuhr bzw. vom EiweiBumsatz 
betont und dementsprechend den NH,N : N/Gesamt-N-Koeffizienten als 
MaB8B der Azidose angesehen. Demgegeniiber wollte F. v. Miiller (34) nu 
die absolute Ammoniakmenge als Ma8 der Azidose gelten lassen. Sehr zu- 
gunsten der Bedeutung des NH,N: Gesamt-N-Koeffizienten (der s 
genannten ,,Ammoniakzahl‘*') scheint uns jedenfalls die von Hasselbalch (17 
entdeckte Tatsache zu sprechen, daB wohl der Koeffizient, nicht aber dix 
absolute Ammoniakmenge bzw. Ammoniakkonzentration in gesetzmabiger 


fiihrung der Kjeldahlmethode der Stickstoffbestimmung der Ko 


1 Der Begriff findet sich schon bei v. Noorden, Diabetes mellitus 
v. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels, 2. Aufl., 2, Berlin 1917, 
wird dann systematisch von Hasselbalch (l.c.) verwandt. 
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Beziehung zur Wasserstoffzahl des Harns steht. Von diesen Streitfragen 
abgesehen, herrschte jedoch, mit Einschrankung bei Funktionsstérungen der 
Leber [Pfaundler (35)], Ubereinstimmung dariiber, da8 Vermehrung des 
Harnammoniaks ein Zeichen der Azidose sei, d. h. eines Uberschusses von 
Siuren oder auch eines Mangels an basischen Aquivalenten, wofiir Steinitz (36) 
den Namen ,,relative Azidose*‘ vorgeschlagen hat (Pfaundlers Alkalopenie). 
Diese Deutung der vermehrten Ammoniakausscheidung hat sich ins- 
besondere in der Kinderheilkunde durch die Forschungen der Czernyschen 
Schule um die Jahrhundertwende heuristisch bewahrt. 

In einer Reihe von Untersuchungen fanden wir nun [Mainzer (9), 
Mainzer und Joffe (10)), daB einer experimentellen Azidose eine Phase 
erhéhter Ammoniakausscheidung folgt, wobei das CO,-Bindungsvermégen 
des Blates die Ausgangswerte iibersteigt. Das wies darauf hin, da®B der 
Identifizierung von Azidose und Ammoniakvermehrung im Harn (sowie 
von Alkalose und Ammoniakverminderung) auch unter den geltenden 
Einschrankungen ein logischer TrugschluB zugrunde liegt. Die vermehrte 
Ammoniakausscheidung ist stets als das Zeichen einer Tendenz zur Ein- 
sparung fixen Alkalis angesehen worden. Versténdlicherweise, und wie 
Klinik und Experiment lehren, ist diese Tendenz bei den verschiedensten 
Formen der Azidose vorhanden, wo die Nierenfunktion intakt ist. Keines- 
wegs folgt jedoch daraus, daB, wie stillschweigend angenommen wurde, 
diese Regulation des Saéurebasengleichgewichts — die erhéhte Ammoniak- 
ausscheidung — nur in der Azidose statthat, also stets eine zweck- 
maBige Regulation ist. Sie kann auch — das zeigen unsere Befunde — 
bei normaler Lage des Séiurebasenhaushalts auftreten bzw. bestehen bleiben 
und mu8 dann zur Alkalose fiihren. Der Ammoniakstickstoffkoeffizient 
(bzw. komplexere Ausdriicke, auf die spéiter einzugehen sein wird,) ist 
daher ein Ma8B der alkalisparenden Tendenz des Organismus, die mit der 
Azidose oft, aber nicht zwangslaufig, verbunden ist. Wo wir diese Tendenz 
messen, da bleibt es immer fraglich, wieweit das hypothetische Ziel, die 
Baseneinsparung erreicht wird, und es erhebt sich somit die Forderung, 
auch diese GréBe, den alkelisparenden Effekt za messen. Als auareichend 
dejiniert kann das Sdurebasengleichgewicht des Gesamtorganismus erst 
gelten, wenn der momentane Zustand, charakterisiert durch das Sdurebasen- 
gleichgewicht im Blute, die alkali- (bzw. sdure-) sparende Tendenz, gegeben 
durch den = 

N 
sdure-) sparende Efjekt gegeben sind. Denn die Richtung, in der sich das 
Saurebasengleichgewicht verandert, wird durch die letztere GréBe gegeben. 
Es war also Aufgabe, einen quantitativen Ausdruck fiir diese GréBe zu 
schaffen. 

Bevor jedoch hiervon die Rede sein soll, ist eine Liicke unserer bis- 
herigen Beweisfiihrung zu schlieBen. Wir lieBen in unseren friiheren Ver- 
suchen den zweiten Mechanismus der Baseneinsparung, die Ausscheidung 
saurer Salze (,,titrierbarer Saéure‘‘) unberiicksichtigt. Zwar konnten wir 
dartun, daB im Gegensatz zur Ammoniakmenge die Wasserstoffzah! nach 
Unterbrechung der Saurezufuhr schnell wieder die friiheren Werte annahm. 
Aber es war immerhin die Méglichkeit gegeben, daB in der Nachphase der 
experimentellen Azidose durch Abnahme der Konzentration der im Harn 
ausgeschiedenen schwachen Puffersalze die vermehrte Ammoniakaus- 
scheidung in ihrem basensparenden Effekt wettgemacht wurde. Die 
spater mitgeteilten Versuche zeigen jedoch, daB davon keine Rede sein 


- Koeffizienten oder seine Analoga, und der alkali- (bzw. 
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kann: die titrimetrisch ermittelte Basenersparnis der postazidotisch: 
Phase zeigt keine systematische Abweichung von den Werten der Vo; 
periode. 


b) Titrierte Sdureausscheidung (,,Titrationsaciditat“). 


Die Bestimmung des Ammoniaks ist allenfalls eine methodische Fra: 
Demgegeniiber ist die Ermitthing des sogenannten Sdéureiiberschusses i), 
Harn mit eine: schweren Last theoretischer Fragwiirdigkeit beladen 
Die Entwicklung dieses Fragenkomplexes, der seit Beginn der 90er Jahre 
des vorigen Jahrhunderts Klinik und Physiologie beschaftigt, darzy 
stellen, kann an dieser Stelle nicht unsere Aufgabe sein. Nur die Grund 
lagen der heute angewandten Verfahren miissen vergleichend betrachte: 
werden. 

Verwendung gefunden haben in den neueren einschlagigen Arbeiten 
die Methoden von Moritz (37) bzw. Folin (38), die Methode von Michaelis (39), 
vielfach angewandt in den Arbeiten von Gydrgy (40) (41) und Vollmer (42), 
und die Methode von Henderson und Palmer (43); dieser letzteren wesens 
gleich ist das neuerdings von Brock (44) empfohlene Verfahren. Charak 
teristisch fiir die Altere Literatur ist das mehr oder weniger bewubte 
Schwanken zwischen dem rein chemischen Ziele einer azidimetrischen 
Bestimmung der Phosphate und dem physikalisch-chemischen einer Messung 
der Saéureausscheidung im Harn. 

Die Methoden von Moritz und Folin sind Titrationen des Harns mit 
n/10 Lauge bis zum Umschlagspunkt des Phenolphthaleins, das schon 
Naegeli (45) fiir diesen Zweck benutzt hatte. Die von diesem Autor geiibt 
einfache Titration der ,,Phosphate“‘ gegen Phenolphthalein wird durch 
eine Zwischenreaktion mit den im Harn vorhandenen Kalksalzen gestért 
(Moritz): 

NaHPO, + CaCl, + 2 NaOH = NaCaPO, + 2 NaCl + 2H,0. 

Es fallt tertidres Natriumcalciumphosphat aus, wihrend nur bis zun 
sekundiren Salz titriert werden soll: die Titration ergibt dadurch zu hob. 


Werte. Moritz und Folin vermeiden die Stérung durch Ausfallung der 
Ca-Salze mittels Natriumoxalat: 


COONa coo 
| + CaCl, Ca + 2 NaCl, 
COONa COO 


Moritz fand ferner, daB bei der Titration von priméren Phosphatlésunge: 
bekannten Gehalts gegen Phenolphthalein durchschnittlich 8° zu wenig 
titriert werden, daB also der Umschlag des Indikators zu friih erfolgt, man 
aber nach Zusatz konzentrierter NaCl-Lésung zu exakten Werten gelangt 
Auch den verzégerten und undeutlichen Umschlag des Phenolphthalein- 
bei Gegenwart von Ammoniaksalzen, wie sie im Harn stets vorhanden 
sind, konnte der Kochsalzzusatz wie auch Temperaturerniedrigung ver 
besserm. Moritz vermutete eine Wirkung auf den Dissoziationszustar: 
der fraglichen Salze. Diese Annahme scheint uns zutreffend: die Tatsache 
scheinen uns durch die in der Aktivitaétstheorie zusammengefaBten Befunc: 
deutbar. Der Aquivalenzpunkt des sekundaren Phosphats liegt bei py = 9.25 
der Titrierexponent des Phenolphthaleins zwischen py = 8,2 und pg 10,0 
(Sdérensen). Der Umschlag wird also bei der Titration schon vor dem 
Aquivalenzpunkt deutlich. Durch den NaCl-Zusatz wird die Dissoziation- 
konstante des priméren Phosphats (die zweite Dissoziationskonstant« 
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Phosphorsaure) scheinbar gréBer, die Lésung wird ceteris paribus 
saurer, so daB zur Erzielung der gleichen Wasserstoffzahl mehr Lauge 
erforderlich ist. Ganz abhnlich liegen die Verhaltnisse bei der Stérung 
der Titration durch Ammoniak. Im Bereich des Phenolphthaleinumschlags 
liegt das Ammoniak zum Teil als freie Base, zum Teil als Salz vor: bei 
pa = 9,2 ist in reiner Lésung annihernd die Halfte als Salz, die Hialfte 
als freie Base vorhanden, also das Maximum der Pufferwirkung eines 
Ammoniakpuffers gegeben. Durch den Kochsalzzusatz wird die basische 
Dissoziationskonstante des Ammoniaks scheinbar kleiner, die Zone maximaler 
Pufferung des Ammoniakpuffers verschiebt sich nach der alkalischen Seite 
und die Nachgiebigkeit des Systems in der Umschlagszone des Phenol- 
phthaleins nimmt zu. 

Es sei nun angenommen, da8 der beobachtete Umschlag des Indikators 
in der Tat im Aquivalenzpunkt der Titration bei py = 9,25 liege. Bei 
dieser Wasserstoffzahl sind in reiner Lésung bereits 54°, des vorhandenen 
Ammoniaks als freie Base vorhanden, d.h. als Phosphat austitriert, wie 
sich aus der Dissoziationskonstante der Base berechnen l48t. Wird aber 
die Titration friiher beendet, so ist zwar der Ammoniakfehler kleiner, aber 
auch das Phosphat nicht zu Ende titriert. Wie man sieht, sind die Fehler 
geeignet, einander zu kompensieren. Jedoch auch bei py = 8,0, d.h. vor 
dem Beginn des Umschlags sind bereits 6°, des Ammoniaks frei. Die 
quantitative Bedeutung dieser Tatsachen sei an einem Beispiel erlaéutert. 
Es enthalte ein Harn 3g NH,-N; davon mdégen nur 10% = 0,3¢ N als 
Phosphat titriert sein; sie entsprechen 250 ccm einer n/10 Normallésung. 
Wird nun, wie vielfach tiblich — wir miissen hier den weiteren Ausfiihrungen 
vorausgreifen —, die ,,Gesamtséureausscheidung“: als Summe der Phenol- 
phthaleintitration (oder eines mit ihrer Hilfe abgeleiteten Ausdrucks) und 
des analytisch bestimmten Ammoniaks in n/l0cem gegeben, so enthalt 
dieser Ausdruck die fraglichen 250 ccm n/10 Lésung zweimal, die Séure- 
ausscheidung wird um 250ccem zu hoch angesetzt. Bei normalem Ammoniak- 
gehalt des Harns diirfte der zu erwartende Fehler entsprechend geringer 
sein. Das zeigt sich auch in vergleichenden Untersuchungen von Odin (46), 
der den gleichen Harn nach Henderson bis py = 7,4 und nach Folin titrierte 
und nur in einem Teile der Fille einen wesentlichen Mehrverbrauch mit 
der Folinschen Methode erhielt. Die Pufferwirkung des Phosphats ist ja, 
wie sich aus der Titrationskurve ergibt, zwischen py 7.4 und py 8,2 
ganz gering, auch die organischen Séuren spielen in diesem Bereich keine 
wesentliche Rolle. Vom LEinfluB8 der’ Kohlenséure auf die Titration, 
der von Moritz gleichfalls ins Auge gefaBt wurde, kann besser weiter unten 
die Rede sein. 

Wohl sind also im ganzen mit den genannten Methoden vergleichbare 
Ergebnisse zu erzielen, wo die Ammoniakpufferung den Umschlag nicht 
undeutlich macht, es erscheint aber nicht immer angangig, die Titrations- 
ergebnisse mit dem Ammoniak als ,,Gesamtsdureausscheidung* zusammen- 
zufassen !. 

Welcher theoretische Sinn ist nun aber diesen Titrationsergebnissen 
unterzulegen? Da ist bemerkenswert, da®i der Ausgangspunkt der 
Titration — die jeweilige Harnreaktion eine physiologische Bedeutung 


1 Bei ihrem Verfahren der Titration der organischen Séuren im Harn 
haben van Slyke und Palmer (48) den Ammoniakfehler quantitativ beriick 


sichtigt. 
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hat. Dem Aquivalenzpunkt des sekundiren Phosphats dagegen kom): 
zunichst keine physiologische, sondern nur eine physikalisch-chemis: 
Bedeutung zu; jedenfalls dann, wenn erkannt ist, daB das Verfahren k: 
Bestimmung der primaren Phosphate darstellt, sondern nur einen, zude: 
noch nach der einen Seite hin (Wasserstoffzahl des Harns) wechseln: 
Ausschnitt aus der Pufferkapazitat eines komplexen Puffergemisc! 
Immerhin haben Fitz und van Slyke (47) eine physiologische Interpretation 
auf ihrem Befund aufzubauen versucht, da die gegen Phenolphthale 
titrierbare ,,Séure‘‘ sich dem Wert = 0 nahert, ebenso wie die Ammoniak 
ausscheidung im Harn, wenn das Plasmabicarbonat seinen maximalen 
Normalwert von 80 Vol.-° CO, erreicht. 

Physiologisch interpretierbar wird die Titration des sekundaren Phos 
phats in dem Augenblick, in dem ihr die Titration des priméren Phosphat: 
gegeniibergestellt und das gefundene Verhiltnis den im Blute erhobene: 
Befunden gegeniibergestellt wird. Es ist dies das Prinzip eines Vorgehens, 
das insbesondere von Michaelis (1. c.) empfohlen und von Gyérgy und Vollme, 
(l. ce.) vielfach angewandt wurde. Schon Naegeli und Moritz hatten eine 
solche zweiseitige Titration ins Auge gefaBt; Moritz hatte aber bereits di: 
theoretischen und praktischen Schwierigkeiten erkannt, die durch die An 
wesenheit organischer Séuren bedingt sind. Nur nach vorheriger Veraschung 
erschien ihm die Methode im Harn empfehlenswert, wodurch sie indessen 
eine wesentliche Komplikation erfahrt; Das von Michaelis empfohlene Ver 
fahren der direkten Titration im Harn ist von Brock (44) einer erschépfenden 
Kritik unterzogen worden, so daB sich hier ein weiteres Eingehen eriibrigt. 
Nur die wesentlichen Punkte seien hervorgehoben: 1. Durch die Anwesenheit 
der organischen Séuren (bzw. Basen) steigt die Pufferkapazitaét des Ge 
misches weit iiber die auf Grund des Phosphatgehalts zu erwartende. Die 
Titrationswerte kénnen daher nicht auf Phosphate bezogen werden. 
2. Die organischen Saéuren haben im Bereich des Aquivalenzpunktes des 
primaren Phosphats eine sehr betrachtliche Pufferwirkung, so daB bei 
Ausfiihrung der Titration mit n/10 Séure der Methylorangeumschlag nicht 
deutlich wird. 3. Wird bei der gegebenen Sachlage die Absicht einer Titration 
der primaren Phosphate fallen gelassen, so verliert der Aquivalenzpunkt des 
primadren Phosphats seine theoretisch ausgezeichnete Stellung. Ist aber 
das angestrebte Ziel nur noch die Erfassung der Pufferkapazitaét, so mul 
bis zu dem Punkte titriert werden, an dem die Gesamtheit der puffernden 
Sauren in Freiheit gesetzt sind. Fiir die Titration der organischen Sauren 
haben van Slyke und Palmer (48) pa = 2,7 hierfiir angegeben. Wiirde 
der Gesamtharn in dieser Weise titriert, so wire der Aquivalenzpunkt der 

. Phosphorséure das Titrationsziel. Es sei angemerkt, daB die Divergenz 
zwischen der Titration der primaren Phosphate gegen Phenolphthalein 
und den analytisch ermittelten Phosphatwerten bereits von Dreser (50) 
eindeutig dargetan wurde. Auch die vergleichenden Untersuchungen von 
Odin (46) haben in Ubereinstimmung mit Brock die mangelnde Brauchbar- 
keit der Methode erwiesen. Ubrigens kann die Ermittlung der Menge 
primarer und sekundarer Phosphate leicht durch Bestimmung des Gesamt- 
phosphats und der Wasserstoffzah! erfolgen, wie wir sie in den eigenen 
Versuchen durchgefiihrt haben. 

Das dritte hier zu erérternde Verfahren zur Bestimmung der Basen- 
ersparnis ist die von Henderson und Palmer (43) angegebene Methode de: 
Titration des Harns bis zur Blutreaktion pg = 7,4; ein solches Vorgehen 
wurde neuerdings von Brock unter Verwendung von Phenolrot als Indikator 
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empfohlen. Es sei hier gleich auf einen geringen Fehler aufmerksam gemacht, 
der fiir vergleichende Untersuchungen nicht maBgebend ins Gewicht fallt ; die 
Annahme des Normalwertes der Blutreaktion ist fiir 38° zutreffend, wahrend 
die Titration des Harns bis zu diesem Werte bei Zimmertemperatur geschieht. 


Die Titration nach Henderson-Palmer erfolgt zwischen zwei physiolo- 
gisch wohl definierten Punkten: der Wasserstoffzahl des Harns und der 
des Blutes. Sie macht sich frei von der theoretisch unberechtigten und 
praktisch undurchfiihrbaren alleinigen Bezugnahme auf die Phosphate. 
Sie allein fiihrt die Trennung von chemischen Gedankengingen und die 
Verfolgung des physikalisch-chemischen Zieles konsequent durch. Sie 
vermeidet so gut wie vollkommen den Bereich der Ammoniakpufferung, 
mit dem neben methodischen auch theoretische Schwierigkeiten auftreten. 
Organische Basen (Kreatinin, Kreatin), deren Pufferbereich im Titrations- 
bezirk liegt, sind keine ,,Stérung“, da sie ja in dem von der Titration er- 
faBten Mafe an der Ersparnis fixer Basen beteiligt sind. Stérend wirken 
kann indes auch hier das Ausfallen tertiaérer Erdalkali-Doppelsalze der 
Phosphorsaéure, auf das bereits Moritz hingewiesen hat. Durch ausreichende 
Verdiinnung des Harns kann das Ausfallen so gut wie immer vermieden 
werden. Die volle Wertigkeit einer analytischen Methode scheint uns die 
Bestimmung der Basenersparnis auch so nicht zu besitzen. Daher méchten 
wir doch die analytische Bestimmung des Ammoniaks nach einem der 
gebrauchlichen Verfahren dem Vorgehen Goiffons (50) vorziehen, der an 
die Séuretitration nach dem dargestellten Prinzip unmittelbar die Titration 
des Ammoniaks mit Hilfe von Formol anschlieBt. 


Wir kénnen also unsere Ausfiihrungen iiber die Sauretitration im 
Harn zusammenfassen: Wenn Naegeli (45) sagt, das Wesen der Aziditits- 
bestimmung sei, den Uberschu8 der Saéuredquivalente iiber die basischen 
Aquivalente zu ermitteln, so haben wir die Frage anzuschlieBen, bei welcher 
Wasserstoffzahl diese Feststellung erfolgen solle. Nachdem die Titration der 
primaren Phosphate als Scheinziel erkannt ist, hat auch der Aquivalenzpunkt 
des sekundéren Phosphats seine theoretische Berechtigung als Titrations- 
ziel verloren. Es bleibt dann als Titrationsziel der Punkt physikalisch- 
chemischer Neutralitaét (pq = 7,0) méglich oder der durch die Blutreaktion 
physiologisch gegebene Titrationspunkt: py = 7,4. Wir halten es fiir 
einleuchtend, daB dem physiologischen Ziele des Verfahrens entsprechend 
auch die physiologische Definition des Titrationsendpunktes vorzuziehen ist. 

‘ 


c) Zusammenfassung von Ammoniakausscheidung und titrierter Sdure- 
ausscheidung. 


DaB8 man die Titrierung der sauren Salze und die Ammoniakbestimmung 
in ihren Ergebnissen unter einer MaBeinheit (etwa in Kubikzentimetern 
einer n/10 Lésung) als Gesamtsdéureausscheidung zusammenfassen kann, 
haben Henderson und Palmer (l.c.) zuerst gezeigt. Der Vergleichswert 
dieser absoluten Zahlen ist jedoch bei verschiedenen Personen (verschiedenes 
Gewicht usw.) gering. So kam Gydrgy (40) dazu, den Koeffizienten Gesamt- 
siureausscheidung : N als Ma8 der neutralisatorischen Funktion der Niere 
aufzustellen. Als Voraussetzung dieses Verfahrens miissen wir fordern, 
da8, wie beim Ammoniak, die Ausscheidung ,,titrierbarer Saéure‘‘ vom 
Stickstoffumsatz abhangig ist. Fiir die Phosphorsaure ist das bereits von 
Ziilzer (51) nachgewiesen, fiir die organischen Saéuren von Labbé, Bith und 
Nepveux (52) und Goiffon (53). Die Befunde von Brock (54) zeigen jedoch, 
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daB die Abhangigkeit organischer Saéureausscheidung vom N-Umsatz se}): 
viel sprunghafter und weniger deutlich ist als beim Ammoniak. Immerhin 
kann die Verwendung des Koeffizienten Gesamtsaéure/N durch diese Tat. 
sachen als ausreichend begriindet gelten. 

Soweit der Anteil der Niere an der Neutralitaétsregulation des 
Organismus fiir sich gesondert betrachtet werden soll, scheinen uns damit 
die grundlegenden Fragen erértert. Aber es treten sofort neue prinzipielle 
Fragen auf, sobald die Neutralitétsregulation der Niere im Rahmen des 
Ganzen, in ihrem Effekt aus das Ganze studiert werden soll. Vom klinische: 
Standpunkt mu8 es sich insbesondere darum handeln, ob bzw. wiewei 
die Harnbefunde Schliisse auf das Saéurebasengleichgewicht des Gesamt 
organismus zulassen. Wir haben eingehend dargelegt, welche Befunc 
uns dazu gefiihrt haben, die Frage nach diesem Zusammenhang, die eigent 
liche Kernfrage unserer Ausfiihrungen, erneut aufzuwerfen. In dem Ko 
100. Gesamtsaure 100.(A + NH,) 

N N 
sparenden (bzw. séuresparenden) Tendenz des Gesamtorganismus. Es ist 
nun verstandlich, daB deren Effekt sich in sehr verschiedener Weise gelten« 
machen kann. Die Einsparung kann dem jeweils zu bewaltigenden Uber 
schuB saurer Valenzen die Waage halten, ihn iibertreffen oder hinter ihn 
zuriickbleiben. (Fiir alkalotische Zustinde sind die entsprechenden Be 

a5 a eo A+NH,.. 
trachtungen anzustellen.) Dafiir gibt der Koeffizient N keinen 


effizienten sehen wir ein MaB der alkali 


Anhalt. Soweit es sich aber um Séureradikale handelt, die ganz oder in 
iiberwiegender Menge durch die Niere ausgeschieden werden, erhalten 
wir hierfiir ein MaGB, wenn wir die Basenersparnis A -+ NH, zu der Menge 
der insgesamt im Harn ausgeschiedenen Basen in Beziehung setzen. 

Uberwiegt die basensparende Tendenz iiber die Uberschwemmung 
mit Saéuren, so werden Basen eingespart, die Basenausscheidung bleibt 
hinter der sonst zu erwartenden zuriick. Die Richtung des Stoffwechsel: 
ist dann alkalotisch, einerlei ob im Augenblick ein SéureiiberschuB (Azidose), 
normales Saiurebasengleichgewicht oder BaseniiberschuB (Alkalose) herrscht 
Bleibt umgekehrt die basensparende Tendenz, sei sie nun normal, verminder' 
oder auch wie in der Azidose bei intakter Niere gesteigert, hinter dem zu 
Aufrechterhaltung des bestehenden Zustandes Notwendigen zuriick, » 
iibyrsteigt die Basenausscheidung den zu erwartenden Betrag: auch be: 
gesteigerter basensparender Tendenz gehen dann Basen zu Verlust, div 
Richtung des Stoffwechsels ist azidotisch. 

Es erscheint iiberfliissig, die Méglichkeiten aufzuzahlen, die sich aut 
Grund dieser Gruppierung der Tatsachen ergeben. Da® wir in der Tat 
mit der Unterscheidung von siéuresparender Tendenz und siuresparenden 
Effekt ein wesentliches Kriterium fiir die Beurteilung des Saurebasen 
haushalts in Handen haben, werden die im folgenden mitgeteilten Versuch 
besser zeigen als theoretische Auseinandersetzungen. 


Ill. Eigene Untersuchungen. 


a) Methodik. Die Versuchspersonen (Kekonvaleszenten) lage 
wihrend der Versuchstage zu Bett und erhielten eine Standardkost 
von moéglichst konstanter Zusammensetzung. In jedem Versuche erfolgt: 
konstante Fliissigkeitszufuhr, bei den verschiedenen Versuchspersone 
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Analyse des Saurebasengleichgewichts im Harn. oY 
jedoch dem individuellen Bediirfnis angepaBt, schwankend zwischen 
1200 und 1500 cem Fliissigkeit. Bicarbonat und Ammonchlorid er- 
hielten die Versuchspersonen in den angegebenen Mengen jeweils in 
)cem Wasser gelist, welche Fliissigkeitsmenge im ‘Tagesquantum 
in Rechnung gestellt wurde. 

Der Harn der 24stiindigen (in einigen Versuchen der 12stiindigen) 
Sammelperiode wurde in verschlossenen Flaschen iiber Chloroform 
aufbewahrt. Die Analysen wurden mit wenigen Ausnahme jeweils 
am gleichen Tage vorgenommen bzw. begonnen. 

Es wurde im Harn bestimmt: 

1. die Wasserstoffzahl nach der Methode von Michaelis (55) 
mittels Indikatoren ohne Puffer: Harne, deren Wasserstoffzahl ober- 
halb pa = 6,8 lag, wurden vorher mit einer Atmosphire von 40 mm Hg 
(O,-Spannung in Ausgleich gebracht, wie wir das an anderer Stelle 
beschrieben haben [.Mainzer (19)], 

2. der Gesamt-N nach Ajeldahi mittels des Halbmikroverfahrens 
von Pinecussen (57), 

3. die Gesamtbasen nach der Methode von Fiske (58) in der 
Modifikation von Stadie und Ross (59). 

4. das Ammoniak nach der Methode von Folin in der Modifikation 
von Pineussen (57), 

5. die Chloride durch Titration nach Mohr in dem durch Tierkohle 
entfarbten Harn. 

6. die Phosphate nach der Methode von Fiske und Subbarow (60), 

7. die Gesamt-CQO, nach Ausgleich des Harns mit einer Atmosphire 
von 40 mm Hg CO,-Spannung (um vergleichbare Resultate zu erzielen 
und den bei alkalischen Harnen hedeutenden CQ,-Verlust an der Luft 
auszuschalten) im volumetrischen Apparat von van Slyke nach van Slyke 
und Stadie (61). Wegen der groBen Schwankungen der Gesamt-CO, 
hewegte sich die analysierte Harnmenge zwischen 0,5 und 3 cem. Zwecks 
genauer Abmessung wurden die CO,-reichen Harne mit CO,-freiem 
Wasser unter LuftabschluB verdiinnt. 

8. die sogenannte Saureausscheidung nach der Methode von 
Brock (45); Titration bis pa = 7,4 mit Phenolrot als Indikator. Stets 
wurde der Harn so weit verdiinnt, dab wihrend der Titration keine 
Triibung auftrat. Alkalische Harne wurden mit n 10 H(C1 titriert 
Die dabei erhaltenen Werte kénnen zu klein sein, weil die frei werdende 
Kohlensiiture zum groben Teile in iibersattigter Lésung bleiben und 
einen vorzeitigen Eintritt der Farbgleichheit bewirken kann. Der 
Harn steht dann am Titrationsende mit einer Atmosphiare viel hoherer 
CQO,-Spannung als der urspriinglichen im Gleichgewicht, 


%. die organischen Sauren (in einer Versuchsreihe) nach van Slyke 
und Palmer (48) (Spalte Y der Tabelle). In Spalte Z der Tabellen wird 
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die Menge der organischen Siuren angegeben, korrigiert durch Abz\g 
von 6%, des Ammoniaks, welche Menge bei der Bestimmung mit 
titriert wird. Sonstige Korrekturen (fiir Kreatin) wurden nicht an 
gebracht. 

Die Gesamtiibersicht unserer Analysenergebnisse findet sich iy 
den Tabellen XV bis XIX. 

Bei allen Analysen Doppelbestimmungen. 


Fehler: Wasserstoffzahl: 4 py= —- 0,25; Mineralanalysen: maximale 
Abweichung der Doppelbestimmungen -} 1,5°,; Titration der Saure- 
ausscheidung: —- 2,5°,,. 


Die Analysenresultate (mit Ausnahme der Wasserstoffzahl) sind 
in Millimolen bzw. Milliaquivalenten angegeben. Gesamtstickstoff und 
Ammoniakstickstoff auch in Grammen. 

Von den wichtigen anorganischen Ionen des Harns fehlen so nur 
die Sulfate. Ihre Bestimmung eriibrigte sich deshalb, weil fiir das 
skizzierte Ziel neben der Kenntnis der Gesamtbasen zunachst nur ein 
Uberblick iiber die schwachen Siuren und Basen des Harns hinsichtlich 
ihrer Pufferwirkung notwendig war. 

b) Berechnungen. Aus der Wasserstoffzahl des Harns und der 
analytisch bestimmten Gesamtmenge der Phosphate wurde unter 
Benutzung der Dissoziationsgleichung des primaren Phosphats 
B(BHPO,) 

H (BH PO,) 
die Menge des im Harn vorhandenen primaren (P,) und sekundaren 
(P,) Phosphats errechnet (Spalte U und V der Tabellen). 

Auf demselben Wege wurde die Menge primaren (P,) und sekun- 
diaren (P,,) Phosphats berechnet, die bei der Wasserstoffzahl des Blutes 
pu = 7,4 und gleicher Gesamtmenge der Phosphate im Harn zugegen 
wire. Die Differenz der Werte des primaren (oder sekundaren) Phosphats 
(P, — P,) baw. (P,, -- Pg) in Harn und Blut ergibt die auf den Phosphat- 
puffer entfallende Basenersparnis, d.h. den Anteil des Phosphats an 
der titrierten Pufferkapazitat innerhalb der durch die Wasserstoffzah! 
des Harns und die Wasserstoffzahl des Blutes gegebenen Grenzen 
(Spalte W). Er wird auch in Prozenten der gesamten titrierten Basen. 
ersparnis angegeben (Spalte X). 

In Spalte Q wird die titrierte Saureausscheidung (A) in Prozenten 
der Gesamtsiureausscheidung ausgedriickt. Es war weiter notwendig 
den Anteil der Kohlensaure an der Basenbindung in Rechnung zu stellen 

Wie Gamble (26) iiberzeugend dargetan hat, ist die Bicarbonat- 
konzentration im Harn eine Funktion der cy, da der die letztere be- 
stimmende Quotient H,CO,/BHCO, annihernde Konstanz des 
Zahlers, der frei gelisten CO,, aufweist. Insbesondere bei alkalischen 
Harnen ist also die Beriicksichtigung der CO, quantitativ bedeutungs- 


Pu = 6,85 + log 
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voll. Die Art, in der dies zu geschehen hat, bedarf durchaus der 
Betrachtung, und es wird sich dabei als zweckmaBig erweisen, an dieser 
Stelle die Bedeutung der CO, im Harn zusammenfassend zu erértern. 

Bedeutungsvoll fiir die Frage der Basenersparnis ist nur die ge- 
bundene CO,. Im Blute ist diese GréBe — direkt bestimmbar ist 
nur die Gesamtkohlensaure — rechnerisch zu ermitteln aus dem Betrag 
der Gesamt-CO, und der Wasserstoffzahl unter Beriicksichtigung der 
Hasselbalch-Hendersonschen Gleichung. 

: 4 BHCO, 

Pu Pr = HCO, 
wobei fiir p, im Plasma von van Slyke und seinen Mitarbeitern der 
Wert: 6,1 ermittelt wurde. In dieser Form wurde die Gleichung von 
Gamble auf den Harn angewandt. Abweichungen von dem erwarteten 
Verhalten es wurden im Mittel 4.2 Vol.-°,, CO, an Stelle der 
errechneten 3.2 Vol.-°., geléster CO, gefunden, auch die Abweichungen 
vom Mittelwert waren mit 2.5°., gréBer als nach der Analogie des 
Blutes zu erwarten wurden auf das Verhalten der Gewebs-CQ,.- 
Spannung zuriickgefiihrt. Die nach Gambles Vorgang von uns er- 
rechneten Schwankungen der freien CO, sind nun noch wesentlich 
groBer. Der Befund ist unter Beriicksichtigung zweier Faktoren 
erklarlich, die von Gamble nicht in den Bereich seiner Erwigungen 
gezogen wurden: es sind das die Abhangigkeit des Léslichkeits- 
koeffizienten der CO, von der molaren Konzentration des Harns und 
die Abhangigkeit der scheinbaren Dissoziationskonstanten der CO, 

von der Gesamtkonzentration der Elektrolyte. 

Ein Uberschlag zeige den Einflu8 der wechselnden molaren Kon- 
zentration des Harns auf die Menge der frei gelésten CO,. Wenn die 
Konzentration einer wiasserigen K Cl-Lésung von 0 bis 3,22°,, ansteigt 
sinkt bei 15° der Léslichkeitskoeffizient der Kohlensiure von 1,109 


auf 0,925, d. h. um rund 17°,,-des Ausgangswertes. Die im Harn tat 
sichlich gegebenen Variationen der molaren bzw. ionalen Konzentration 
liegen nach Ausweis der Gefrierpunktserniedrigung in der GriBen 
ordnung unseres Vergleichs. 

Es mu ferner nach der Lehre der Aktivititstheorie die Disso- 
ziationskonstante der CO, mit der Konzentration der Neutralsalze 
scheinbar wachsen. 

Unter diesen Umstanden ist die Annahme eines konstanten p, = 6,1. 
wie sie von van Slyke und seinen Mitarbeitern fiir das Plasma ermittelt 
wurde, ebenso wie die Annahme eines konstanten  Loslichkeits- 
koeffizienten fiir den Harn jedenfalls nur von heuristischem Wert. 
Noch im Gange befindliche Untersuchungen von Mainzer und C. 7. Shen 
Peking) haben uns in der Tat gezeigt, daB die Dissoziationskonstante 
der CO, im Harn in der Regel gréBer ist als im Blute. Lhr negativer 
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Logarithmus schwankt um pp S 6,00. Fiir die gebundene CO, werden 
aus quantitativen Griinden die Feststellungen Gambles nicht wesentlich 
beeintrachtigt. Wohl aber werden die gréBeren Schwankungen der 
freien CO, erklarlich, wie wir sie gefunden haben. Diese Schwankungen 
sind wirkliche, soweit ein EinfluB der CO,-Spannung und des Absorptions. 
koeffizienten vorliegt, sie sind nur scheinbare, soweit das Rechnen 
mit dem zu Unrecht als konstant angenommenem p, der CO, sie bedingt 
Die experimentellen Daten reichen indessen noch nicht aus, um zy 
einer exakten Trennung dieser verschiedenen Faktoren zu kommen 
So miissen wir uns im Augenblick mit dem Hinweis auf die mangeln: 
Exaktheit der auch von uns angewandten Berechnungsweise begniige) 
Die Benutzung eines konstanten p,, der Phosphorsiure, wie wir sic 
zur Errechnung der Verteilung des primaren und sekundaren Phosphats 
angewandt haben, unterliegt der gleichen Kritik. 

Das Bicarbonat des Harns stellt nun eine Siiureersparnis (ode) 
Basenausscheidung) dar, insofern, als dem ausgeschiedenen Alkali kein 
fixes Anion entspricht; fiir die Berechnung ist also ein aquivalenter 
Betrag von der titrierten Basenersparnis in Abzug zu bringen. [Das 
gilt nicht fiir Harne, deren py > 7,4 ist, da hier ja die Saureersparnis 
unmittelbar (mit dem besprochenen Fehler) titriert wird.] Die gebundene 
CO, des Harns zeigt das gleiche eigentiimliche Verhalten wie das 
Ammoniak: ebenso wie der alkalische Harn in scheinbarer Paradoxiec 
noch eine Basenersparnis durch Ammoniakausscheidung aufweist 
(deren Aquivalentwert von der titrierten Basenersparnis in Abzug 
bringen ist), findet sich in Harnen von einer Wasserstoffzahl py <— 74 
noch eine Saureersparnis durch Ausscheidung von gebundener C0,” 





* Ganz andere Uberlegungen bilden unseres Erachtens zu Unrech 
die Grundlage fiir Gambles Berechnungen. Aus der Gleichung py 6.1 
: BHCO, 

’ 

“8 HCO, 
bei py = 7,4 und seiner gegebenen Menge freier CO, enthalten wiirde. Dw 
Differenz zwischen dieser als Bicarboriat berechneten Basenmenge und de: 
tatsichlich als Bicarbonat vorhandenen sieht er als Basenersparnis an. 

Dem Hendersonschen Verfahren liegt der richtige Gedanke zugrund: 
daB die Summe der zur Titration eines Harns bis py = 7,4 verbrauchte: 
basischen Aquivalente ,,erspart seien“. Diese Basenersparnis ist jedoc! 
eine theoretische GréBe, keinesfalls darf die Titration als ,,Konstruktion 
des Harns aufgefaBt werden, wie er bei entsprechender Lage des Saure- 
basengleichgewichts und gleichen stofflichen Ausscheidungsforderungen 
tatsachlich aussehen wiirde. Eine solche Idee liegt aber der Berechnungs 
weise Gambles zugrunde. Dabei werden dem Harn ja nicht nur basische Aqui 
valente, sondern auch HCO,-Ion rechnerisch zugefiigt, also seine Zusamme 
setzung durchgreifend geaindert. Wie undurchfiihrbar eine solche I: 
rechnungsweise ist, erhellt daraus, daB der zu ,,konstruierende Ham 
von pq = 7,4 auch weniger Ammoniak enthalten wiirde, dessen Aquivaler 
betrag gleichfalls in Rechnung zu setzen wire. 


errechnet er die Menge Bicarbonat, die ein gegebener Han 
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Wahrend die Rolle des Ammoniaks, der fliichtigen Base, von Anfang 
an erkannt wurde, ist man, wie es scheint, der analogen Funktion der 
gebundenen CQO, bisher nicht gerecht geworden. Der basensparenden 
Funktion des Ammoniaks steht die séuresparende der CO, im Harn 
gegeniiber, auch quantitativ von ebenbiirtiger Bedeutung. Die freie 
Verfiigbarkeit iiber eine fliichtige Base und eine fliichtige Saure (in 
theoretisch unbegrenzten Mengen), die auch als Harnstoff in fiir das 
Siurebasengleichgewicht irrelevanter Form ausgeschieden werden 
kénnen, machen es dem Organismus erst méglich, den Forderungen 
der Neutralitatsregulation unabhdngig von den _ stofflich-chemischen 
Notwendigkeiten gerecht zu werden. Darauf werden wir bei Besprechung 
unserer Versuchsergebnisse zuriickkommen. Vorauszunehmen ist an 
dieser Stelle nur die grundlegende Erkenntnis, daB auch in Harnen 
von einem py S 7,4 die GréBe A + NH, — Bicarbonat einen negativen 
Wert annehmen kann. Unterhalb py = 7,4 ist also nicht, wie bisher 
angenommen, eine Basenersparnis im Harn notwendig, es ist eine 
Saiureersparnis denkbar und, wie unsere Versuche zeigen, wird sie 
auch angetroffen. 

Indem wir also bei Harnen mit einem py = 7.4 den Aquivalent- 
betrag des Bicarbonats von der ,,Siureausscheidung** in Abzug bringen, 


mee BS ee 100. (A+ NH, — BHCO,) 
gewinnen wir in dem _  Koeffizienten 


Gesamt basen 
(Spalte T) ein MaB des gesuchten basenersparenden Effektes, wobei 
simtliche GréBen in Milliiquivalenten gemessen werden. Diesen 


Koeffizienten als den wahren Ausdruck der Stoffwechselrichtung haben 
: - 100.(A + NH, — Bicarbonat) 
wir in den Tabellen daher dem Koeffizienten N 
(Spalte S) dem Ausdruck der basensparenden Tendenz gegeniibergestellt 
Dabei ist noch die Frage zu beriicksichtigen, wieweit bei der 
Titration des Harns bis zur Blutreaktion nach Henderson- Brock Kohlen- 
siure mittitriert wird. Es wiirde das einen Fehler bedeuten, weil bei 
sauren Harnen (py < 7,4), wenn wir die Pufferkapazitit eines Bi- 
carbonat-Kohlensaurepuffers titrieren, in die Berechnung ein Summand 
als Basenersparnis eingehen wiirde, der in Wirklichkeit, wie dargelegt., 
eine Séureersparnis darstellt. 


Bei Harnen, deren Wasserstoffzahl gréBer als py = 7,4 ist, fallt 
dieser Einwand weg, aber auch hier war es fiir uns von Interesse, zu 
wissen, in welchem Mabe das Bicarbonat an der titrierten Pufferung 
beteiligt ist, weil die Titration alkalischer Harne mit Salzsiiure wegen 
des Einflusses iibersittigt geléster CO, ungenau ist und einer Kontrolle 
bedarf. Die Theorie zeigt, daB bei alkalischen Harnen die titrierten 
Werte nur zu klein sein kénnen. Die geforderte Kontrolle war dadurch 
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zu gewinnen, da®B wir die aus dem Bicarbonatgehalt und dem Phosph..; 
gehalt des fraglichen Harns errechnete Pufferkapazitat (innerhalb «« 
Titrationsgrenzen) summierten und mit den tatsichlichen Titrations 
ergebnissen verglichen. Es zeigte sich dann bei den meisten Harney 
ein geringes Plus zugunsten der tatsichlichen Titration (das auf di) 
Pufferwirkung nicht beriicksichtigter organischer Basen und Siuren 
zu beziehen ist). In einigen Fallen jedoch iiberstieg entsprechen 
unserer Erwartung die errechnete Pufferkapazitat die titrierte.  [y 
diesen Fallen, die wir kenntlich gemacht haben, wurden die errechneten 
Zahlen als Minimum des Pufferwertes in die Tabellen eingesetzt. Die 
Berechnung der Pufferung des Bicarbonatkohlensiurepuffers gescha)) 
auf folgender Grundlage. 

Bei Harnen unterhalb pq = 7.4 kommt fiir die Titration mit 
NaOH nur die freie CO, in Frage, da Carbonat in diesem Bezirk nicht 
existenzfaihig ist. Umgekehrt ist fiir die Titration alkalischer Harn 
(pa > 7,4) mit Salzsiure nur die gebundene CO, bedeutungsvoll. Aus 
der Gleichung etnies BHCO, 

Pu = 9,1 + 10g H,CO, 


ist —- mit den fiir den Harn oben dargelegten Einschrankungen — dix 
prozentuale Verteilung der CO, auf Bicarbonat und freie CO, fiir jec 
Harnreaktion zu berechnen. 

Die gleiche Formel gibt uns fiir jede gegebene Wasserstoffzah! 
bei bekanntem Betrag der freien CO, die Menge des Bicarbonats uni 
damit der Gesamtkohlensiure. Die Menge der freien CO, im Harn 
ergibt sich aus 37 Bestimmungen unserer Versuchsreihe ,, Biist* in 
Mittel zu 2,5 Millimol pro Liter. Wir kénnen also mit einer fiir unser 
Zwecke ausreichenden Genauigkeit die jeweils im Harn zu Beginn 
der Titration vorhandene CQ,-Menge und ihre Verteilung zwischen 
Bicarbonat und freier CO, ermitteln. Die gleichen GréBen sind fiir 
den Endpunkt der Titration py = 7,4 errechenbar, da der Gesamtbetrag 
der CO, nur durch die genuine Harnreaktion bestimmt ist und wahrend 
der Titration unverindert bleibt. Somit ist uns auch diejenige Menge 
CO, gegeben, die wihrend der Titration mit Lauge gebunden bzw. mut 
Saure frei gemacht wird. Dieser Betrag ist nichts anderes als die gesucht: 
Pufferkapazitat innerhalb der Titrationsgrenzen. Die so gefundenen 
Werte sind in Tabelle I zusammengestellt. Sie zeigen, daB der bei 
der Titration saurer Harne nach Henderson zu Unrecht als Basen 
ersparnis titrierte Betrag der Kohlensiure im Maximum einen Wert 
von 2,4 Millimol pro Liter erreicht. Angesicht der GréBe der im Harn 
vorgefundenen Basenersparnis haben wir geglaubt, den Fehler ohn 
Korrektur vernachlissigen zu kénnen. Bei der Titration alkalischer 
Harne mit Siure liegen indes die Dinge nach Ausweis der Tabelle 
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Tabelle 1. 


Anteil der CO, an der titrierten Pufferkapazitat des Harns. 








Titriert 
Freie CO, Bicarbonat Gesamt-CO, —— = 
Pu 9% = Millimol 
Millimol Millimol Millimol der Ges.C Oy, pro Liter 
48 2.5 0,1 2.60 90 23 
5.0 2.5 0,2 2,70 88 2.4 
5,2 2.5 0,3 2.80 54 2.4 
5,4 25 0.5 3.0 78 23 
5.6 2.5 0,8 3.3 71 23 
5.8 2.5 1,1 3.6 60 2.2 
6,0 2,5 2.0 4.5 50 2,3 
6,2 2.5 3,2 5,7 40 23 
64 2,5 5.0 7.5 30 23 
6.6 2,5 7.9 10,4 20 2,1 
6.8 2.5 12,5 15,0 12 1,8 
7,0 2,5 19,9 22.4 7 1,6 
7,2 2.5 31,5 34,0 3 1,0 
7,4 2.5 49.9 52,4 0 + 0 
7,5 2.5 62,8 65,3 1 0,7 
7.6 2.5 79.0 81.4 2 1,6 
7,7 2,5 99.5 102,0 2,5 2.6 
7.8 2.5 125,3 127.8 3.0 3.8 
7,9 2,5 157,7 160,2 3,5 5,6 
8,0 2.5 198,6 201,1 4 8.0 
8,1 2.5 250,0 252.5 4,5 11,4 
8,2 2,5 314.7 317 2 5 15.9 


anders. So wiirden bei einem Harn von py 


pro Liter durch die Titration erfaBt. 
Zu Vergleichszwecken haben wir den Koeffizienten der basen- 


- 8,2 16 Millimol Bicarbonat 


100 . (NH, 4 
N 

Tabellen) aufgefiihrt, welche er durch die Arbeiten von Henderson und 
Palmer, sowie Gydrgy erhalten hat, wobei die gebundene CO, keine 
Beriicksichtigung findet. Aus den gleichen Griinden wurde auch die 
Ammoniakzahl in die Tabellen aufgenommen (Spalte N). 

100 (NH, + A — BHCO,) 

Der Ausdruck 
Gesamtbasen 

Vorteile, auf die hingeweisen sein soll. Es war bisher unmiglich, die 
aktuelle Reaktion des Harns rechnerisch in die Betrachtung des Siure- 
basengleichgewichts einzufiigen. Das hat manche Autoren dahin 
gefiihrt, der Wasserstoffzahl (im Vergleich mit der Titrationsaziditat) 
einen wesentlichen Wert zur Beurteilung des Saurebasengleichgewichts 
im Harn abzusprechen. Trotzdem blieb stets deutlich (Brock, |. c.) 
daB Harne mit gleicher Titrationsaziditat und verschiedener Wasserstoff.- 
zahl in ihrer Bewertung fiir das Saurebasengleichgewicht nicht zu 


A) 
sparenden Tendenz auch in der Form (Spalte R der 


bietet nun noch weitere 


identifizieren seien. 
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Der Ausdruck A/N liefert jedoch fiir solche verschiedene Hari 
den gleichen Wert (von der Beriicksichtigung der von der Wasserstof! 
zahl abhangigen NH,-Ausscheidung soll zunachst abgesehen werden 


Der Quotient miBt demgegeniiber diese qualitativ « 


Gesamtbasen 
kannte Verschiedenheit und erméglicht dadurch einen Vergleich. 

Am Beispiel zweier Phosphorsiurelésungen soll das dargeste||t 
werden. Wir betrachten zwei Lésungen von primarem und sekundirem 
Phosphat mit gleicher ,,Titrationsaziditat“ als gegeben, von denen die 
eine einen py = 7,0, die andere py = 5,0 habe. A, die titrierte Saure- 
ersparnis im Sinne von Henderson, also auch A/N ist gleich. Beide 
Lésungen sind fiir diese Betrachtungsweise identisch. Die Menge cer 
vorhandenen fixen Basen ist aber in der Lésung I mit einem pg = 7.1) 


A 
groBer, daher der Quotient — kleiner; es wird quantitatiy 
Gesamtbasen 


deutlich, wie bei gleicher Titrationsaziditat die beiden Harne sich 
hinsichtlich ihres basensparenden Effekts unterscheiden. Obwohl also 


die Wasserstoffzahl in den Ausdruck nicht unmittelbar eingeht 


Basen 
findet sie doch implizite die ihr gebiihrende Beriicksichtigung: je gréber 
die H*-Aktivitét, um so kleiner ist ceteris paribus die Menge der 


Gesamtbasen, der Nenner des Quotienten Allgemein sind 


Basen 
die hier am Beispiel erliuterten Verhaltnisse wie folgt zu formulieren 

Die Titrationsaziditét im Sinne von Henderson ist als Messung 
eines ,Ausschnitts aus der Pufferkapazitat eines komplexen Puffer 
gemisches abhangig 

1. von den Dissoziationskonstanten der einzelnen in Betracht 
kommenden Puffersiuren und Basen. Das ist durch die Tatsache 
bedingt, daB die Pufferung eines Systems bei py == p, ein Maximum hat, 

2. von der Konzentration der einzelnen Puffersysteme ; 


3. von dem durch die jeweilige Harnreaktion und die Blutreaktion 
bestimmten Ausschnitt der Gesamtpufferkapazitat. 


A 
Durch den Ausdruck — gelingt es, den fiir die Basen- 
Basen 


ersparnis maBgebenden EinfluB von (3) gegeniiber den Wirkungen 
von (1) und (2) abzugrenzen. 


c) Versuchsergebnisse. Es erscheint uns nicht angangig, die erhobenen 
Befunde ohne Einschrankung der Bicarbonatalkalose bzw. Ammonchlori<- 
azidose zuzurechnen: Wir wissen namlich insbesondere aus den Unter 
suchungen von Oehme und seinen Mitarbeitern (62) (63), daB das Saur 
basengleichgewicht des Organismus unter experimentellen Bedingungen 
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weitgehend von der vorausgegangenen Periode abhangig ist. Auch ein Ver- 
giich der Befunde, die verschiedene Autoren in der Mineralséureazidose er- 
hoben haben, zeigt das. Wir miissen es daher einstweilen dahingestellt sein 
lassen, ob bei anderer Ernahrung, insbesondere einer weniger basenreichen 
und phosphatreicheren Kost nicht Abweichungen von dem von uns beob- 
achteten Verhalten zu gewartigen waren. Es ist ferner deutlich, da®B die 
experimentellen Differenzen, die eindeutige Schliisse begriinden kénnen, 
bei unserem Vorgehen gréBer sein miissen als etwa bei Versuchen am 
hungernden Tiere, denn der Forderung einer konstanten Diait kann man 
in langdauernden Versuchen am Menschen nur mehr oder minder nahe 
kommen, ohne sie vollkommen zu erfiillen. 

In den Versuchen mit Ammonchloridverabreichung finden wir die 
bereits bekannten Erscheinungen mehr oder weniger deutlich wieder: 
den Anstieg des Ammoniaks, der die Periode der Saureverabreichung 
wesentlich iiberdauert, wihrend die Wasserstoffzahl (und auch die Titrations- 
aziditét) meist schneller wieder die Ausgangswerte erreichen. Die Zunahme 
der Titrationsaziditat waihrend der Azidose ist zum Teil auf Absinken 
ler Wasserstoffzahl zu beziehen, zum Teil auf einen Konzentrations- 
anwuchs des Phosphatpuffers im Harn (Tabelle ,,Voss**‘). 

Der Anstieg des Phosphats wahrend der Azidose, auch sonst schon 
beobachtet [Fitz, Alsberg und Henderson (64)], darf nicht als Ausdruck 
einer Ausschwemmung gedeutet werden, wenn nicht die Phosphat- 
ausscheidung im Kot beriicksichtigt ist [Zucker (65)]. Bemerkenswert 
scheint noch die Tatsache, daB trotz der stark vermehrten Ausscheidung 
des Phosphatpuffers sein prozentualer Anteil an der Gesamtpufferkapazitat 
sich nicht eindeutig andert. Eine Konzentrationszunahme der anderen 
Puffersysteme ist daraus aber nach unseren friiheren Ausfiihrungen (Einflu8 
des pa des Harns auf die gemessene Pufferkapazitat) nicht mit Sicherheit 
herzuleiten. 

Damit kommen wir auf die Frage der Verteilung der titrierten Pufferung 

Basenersparnis) zwischen anorganischen und organischen Séuren 
und Basen. 

Fiir die Kohlenséure und das Ammoniak wurde die Frage als methodisch 
bedeutungsvoll bereits oben besprochen. 

Das Ammoniak kann wegen der Lage seines Pufferungsbereiches nur 
bei stark alkalischen Harnen eine Rolle spielen, auch dann quantitativ 
wenig einfluBreich. Die Kohlensdure ist auf der sauren Seite der Blut- 
reaktion als Puffer ohne erheblichen Fehler zu vernachlissigen, ist von 
gréBerem Einflu8 auf der alkalischen Seite der Blutreaktion. Die quanti- 
tativen Grundlagen sind der Tabelle I zu entnehmen. 

Da8 organische Kérper fiir die Titrationsaziditat des Harns bedeutungs- 
voll sind, wird von Moritz (1. c.) und Dreser (1. c.) hervorgehoben. Quanti- 
tativ ist, wie es scheint, das Problem nur von Henderson (56) in Betracht 
gezogen worden; denn die Bestimmung der Gesamtheit der organischen 
Saéuren und Basen nach van Slyke und Palmer (48) sagt als Messung ihrer 
totalen Pufferkapazitaét noch nichts tiber ihren Anteil an der durch Harn- 
und Blutreaktion bestimmten Saure- bzw. Basenersparnis (der titrierten 
Aziditaét) aus, eine GréBe, die einen wechselnden Ausschnitt ihrer totalen 
Pufferkapazitat darstellt. 

Henderson scheint geneigt, den Phosphaten zum mindesten den Haupt- 
anteil der Titrationsaziditaét zuzuweisen ; experimentelle Daten von Beweis- 
kraft werden nicht gegeben. 


5* 
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Unsere Analysen sind, wie wir glauben, geeignet, hier eine Grund! 
zu schaffen. Es ist selbstversténdlich, daB die vermehrte Zufuhr 
Phosphaten, soweit sie im Harn ausgeschieden werden, den Anteil de 
Phosphate an der Titrationsaziditat steigert. Auch die vergleichend: 
Untersuchungen Gyérgys (12) sind in diesem Sinne verwertbar. Demgeyge,- 
iiber ist fiir uns die Frage von Bedeutung, welchen Anteil unter normalen 
Umstanden, beim Erwachsenen unter Durchschnittskost, die Phosphat; 
an der titrierten Basenersparnis bzw. Saéureersparnis nehmen. 


Wir finden, da8 der Anteil der Phosphate an der titrierten Puffe: 
kapazitaét in unseren Versuchen zwischen 16 und 100°, schwankt. Tay 
und Nachtharne zeigen keine eindeutigen Unterschiede (Tabelle ,Arp 
Auch die Ammonchloridazidose tibt keinen deutlichen EinfluB, selbst ca 
wo die Phosphorséureausscheidung ansteigt. Deutlich ist nur, dali i: 
alkalischen Harnen (pq < 7,4) der Anteil der Phosphorsdéurepufferung 
auffallend gering ist. Das liegt zum iiberwiegendem Teile an der Zunahny 
des Bicarbonatpuffers in diesen Harnen. Wieweit eine Zunahme de: 
organischen Séuren [Maclecd und Knapp (66), Davies, Haldane uni 
Kennaway (67)|] als Folge der Alkalose ursichlich in Frage kommt, 
bleibt mangels Analysen unentschieden. Tabelle II stellt die geschilderten 
Ergebnisse zusammen. 


Tabelle I1. 


Anteil der Phosphate an der titrierten Harnaziditat (bzw. Alkalinitat). 





Prozentualer Anteil der Phosphate 





Versuchsreihe Analysenzahl oe - 
Maximum Mittel Minimum 
a eee 37 106 62 29 
a Sal Naat O59 Sn 18 89 58 44 
a 6 69 38 23 
' J ae ee 18 77 60 36 
et «a Soe eS 11 77 43 14 
Zusammen 90 100 57 14 
Harne Py > 7,4 . 13 60 30 14 


Die Verteilung der ,,Saureausscheidung*: zwischen Titrationsaziditat 
und Ammoniak ist bereits von Henderson und Palmer untersucht worden: 
sie bildeten den Quotienten A/N H,; wir haben A in Prozenten von A + NH 
ausgedriickt. Hier finden sich erhebliche Schwankungen. Als Ausdruck 
einer Regel scheint uns auf Grund unserer friiheren Untersuchungen alleu 
die Tatsache feststellbar, daB der Antei! der titrierbaren Aziditaét an der 
Saureausscheidung in der Nachphase der Ammonchloridazidose absinkt 
Darin findet sich die bereits eingangs erwihnte Tatsache wieder, dal} in 
dieser Phase die Ammoniakausscheidung im Harn hochbleibt, wahrend 
die anderen Koeffizienten der Neutralitatsregulation schneller wieder de 
Ausgangszustand erreichen. Tabelle III faBt die Beobachtungen zusamme: 
Fiir die Zusammenstellung kommen selbstverstandlich nur saure Harm 
in Frage, da oberhalb py = 7,4 bei negativem Wert von A der Ausdruck A 
in Prozenten von NH, + A keinen physiologisch interpretierbaren Sin 
hat. Es zeigt sich eine auffallende Konstanz der Mittelwerte, von der si: 
die Erniedrigung des prozentualen Anteils der Titrationsaziditat in ce! 
postazidotischen Phase um so eindrucksvoller abhebt. 
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Tabelle III. 
Prozentualer Anteil der titrierten Aziditaét an der Gesamtsdureausscheidung. 
: A in °/o von NH, + A 
Versuchsreihe Analysenzah! as 
Minimum Mittel Maximum 
Rust 32 03 34 60 
Voss Is 16 37 »D 
B hi [1] 
| 18 17 36 58 
y 26 38 50 
Zusammen 77 16 38 60 
Nachphase der 
\mmonchloridazi- s 17 26 37 
lose (dreitagig) 
Das Bicarbonat im Harn zeigt die von Gamble (1. ¢.) gefundene Ab- 
hangigkeit von der Harnreaktion. Die erheblichen Abweichungen von 


dieser GesetzmaBigkeit werden durch unsere friiheren Darlegungen erklart 
Deutlich kommen sie auch im Verhalten der gelésten 
CO, zum Ausdruck. Wir stellen hierfiir die Werte in Tabelle VI zusammen. 


Tabellen IV und V). 


Tabelle 


IV 


Abhangigkeit der Bicarbonatmenge von der Wasserstoffzah! im Harn. 
Bicarbonat-Milliaquivalente in 100 ccm. 


Einzelanalysen. 





Bicarbonat 


Pu 


aquivalente 


48 


49 


5.0 


Milli« 


0.01 
0.01 


0.01 
0.01 
0,02 
0.02 


0,02 
0,02 
0,02 
0,02 
OO] 
0.02 
0.03 
0,03 
0.04 
0,04 
0,05 
0,05 
0,09 
0.05 
0,06 


0,07 





0.07 


Pu 


6.0 


6.1 


Bicarbonat 
Milli« 
aquivalente 


0.09 
0.09 
0.13 


0.10 
0.10 
0.11 
0,11 
O11 
0.13 
0.14 


0,12 
0,12 
0,13 
O15 
017 
0,19 


0,13 
0.13 
0.14 


0,15 


0,15 
0,15 
0,16 
0.20 
0.20 





Pu 


6,2 


6.4 


6.8 


Bicarbonat 


Milli. 
aquivalente 


0.18 
0,24 
0,25 
0.28 
0,29 


0O.19 
0,29 
0,32 
0.35 
0.37 
0.38 
0,39 


0.34 
0.36 
0,42 
0.48 
051 
0.61 


0.49 
0.60 
0.63 
0.79 
[1,39] 
0.91 


Pa 


6.9 


7.0 


~ 
bo 


~! 
ro 


~ 
or 





Bicarbonat 


Milli. 


aquivalente 


1,05 
1,10 
1,16 


4,14 


4.87 


3.05 
6,61 
59S 
7.08 
9 82 


14.6 


ra 


15. 
17, 


15,1 
16,4 
20,1 
24,6 
24.5 
2.4 





70 F. Mainzer u. A. Joffe: 


Tabelle V. 
Abhiangigkeit des Bicarbonats von der Wasserstoffzahl im Harn. 
Mittelwerte: Bicarbonat-Milliaquivalente in 100 ccm. 











Bicarbonat Bicarbonat 
H* Milli- Pu H* Millis Py 
aquivalente aquivalente 
1,5.10-° 0,01 48 25.1077 0,51 6,6 
1,3 0,015 4.9 2.0 0.63 6,7 
1,0 0,02 5,0 1,5 0,91 6,8 
7,9.10-¢ 0,02 5,1 1,3 1,10 69 
6,3 0,04 5,2 1,0 7.0 
5,0 0,963 53 7,9.10-8 4.14 7,1 
4,0 0,06 54 6,3 4.87 7,2 
3,2 0,07 5,5 5,0 a 7,3 
2,5 0,07 5.6 4.0 3,05 74 
2,0 0,11 5,7 3,2 6.61 7.5 
1,5 0.11 5.8 2.5 7,63 7,6 
1.3 0,14 5,9 2,0 14.6 7,7 
1,0 0,14 6.0 1,5 16,5 7,8 
7,9 .10-7 0,17 6.1 12 17,2 7.9 
63 0,25 6,2 1,0 24,6 5,0) 
5,0 0,27 6.3 7,9.10-9 24.5 8,1 
4.0 0.40 6.4 6.3 25.4 8,2 
3.2 0.35 65 
Tabelle VI. 
Freie CO, im Harn; Milliaquivalente in 100 cem. 
Versuchsreihe pines Maximalwert Mittel Minimalwert 
t 
eo 37 0,43 0,25 0,14 
a Ee ae 18 0,57 0,24 0,15 
eee ae 6 0,37 0,30 0,24 
ee 18 0,40 0,28 019 
ee aa il 0,30 0,20 0,15 
Zusammen 9) 0,57 0,27 0,14 


Wahrend Gamble in seinen weniger zahlreichen Analysen nur Ab 
weichungen bis + 25°, des Durchschnittswertes fand, betragt in unsere 
Bestimmungen der Minimalwert kaum 50%, der Maximalwert melir als 
200% des Mittelwertes. Auf die Ursachen der Erscheinung wurde bereits 
weiter oben eingegangen. Wie sich der Einflu8 der gelésten CO,-Mens 
auf den Bicarbonatgehalt des Harns (bei konstanter Wasserstoffzal 
auswirkt, zeigt Tabelle VII, die in Analogie zu Tabelle I berechnet wurile. 
Zugrunde gelegt wurden der Berechnung die extremsten Werte der geldéste: 
CO,, die wir bei der Analyse von 90 Harnen fanden. 


} 


Der Vergleich der Tabellen I und IV ergibt keine systematische Ab 
weichung der berechneten und gefundenen Werte, also jedenfalls keinen 
Anhalt dafiir, da8 im Harn die scheinbare Dissoziationskonstante der C0, 
von der Bicarbonatkonzentration abhangig ist, wie Hasselbalch (68) a 
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Tabelle VII. 


\bhingigkeit des Bicarbonatgehalts des Harns von der gelésten CO 
Milliaquivalente in 100 ccm. 








WVasserstoffzahl Freie CO, in 100 ccm: Milliaquivalente 
0,14 0,25 0,55 
8.2 17.6 31,7 69.3 Bicarbonat 
7,2 1,8 3,2 6.9 in 100 cem 
6,2 0,18 0,32 0,69 _ Milli- 
5,2 0,02 0.03 0.07 aquivalente 





genommen hatte. Untersuchungen in so inhomogenen Lésungen, wie sie 
verschiedene Harne darstellen, eignen sich verstandlicherweise nicht zur 
Entscheidung der theoretischen Frage. Wohl aber erlauben sie den SchluB, 
daB, wenn tiberhaupt die fragliche Abhangigkeit vorhanden, sie jedenfalls 
von einer solchen GréBenordnung ist, daB ihre Vernachlassigung gegeniiber 
den diskutierten Einfliissen im Harn Berechtigung hat. 


Auf die groBe, bisher vernachlissigte Bedeutung, welche die sinn- 
gemaiBe Beriicksichtigung der Bicarbonatausscheidung als sdéuresparende 
Funktion fiir die Erkenntnis der Neutralitatsfunktion der Niere hat, wurde 
bereits hingewiesen. Es erscheint niitzlich, die Verhaltnisse in Tabellenform 


darzulegen. Der bislang iibliche Summand ,,NH, + A‘ und der Ausdruck 
NH, + A— Bicarbonat‘ werden in Tabelle VIII einander gegeniiber- 
gestellt. Dabei wurden einerseits die Harne von pg < 7,4 zusammen- 


gestellt, in denen nach der bisherigen Anschauung eine Basenersparnis 
durch die Titrationsaziditat gegeben ist, die in der Tat aber eine Basen- 
ausscheidung (= Siéureersparnis) bedeuten, ferner Harne mit pq > 7.4, 
bei denen naturgemaiB der Einflu8 des Bicarbonats am gréBten ist. Hier 
wurden wieder zwei Gruppen unterschieden: in Gruppe I sind Harne zu- 
sammengefaBt, bei denen durch den basensparenden Effekt des Ammoniaks 


die Summe NH, + A noch einen positiven Wert hat, in der Gruppe II 
die Harne, die auch auf Grund des Ausdrucks NH, + A bereits eine Sdure- 


ersparnis bedeuten. 
Tabelle VIII. 


Einflu8B des Bicarbonats auf das Saéurebasengleichgewicht im Harn. 





: A+N : + NH, 
Pu A+ NH, -  binerbonnt Pu A + NH, phan e 
Milliaquivalente Milliaquivalente Milliaquivalente Milliaquivalente 
7,1 31,0 — 41.9 7,9 — 73 200.1 
7,2 24,8 42.5 7,6 — 19 163,3 
78 — 25 134.3 
7,7 — 0,7 35,1 
7,55 5,1 — 78,5 8,0 — 88 138,5 
7,5 2.4 — 72,3 8,05 — 29 56,9 
7,6 14 — 77,6 7,8 + 0 59,9 
7,35 14.4 — 22,8 7,9 — 37 158.0 
7.9 — 39 193.8 
8,2 — 14,4 260,0 
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NH,N . 100 (NH, + A). 100 


Hinsichtlich der Quotienten ~ N un¢ N diirf 


wir uns kurz fassen und auf tabellarische Zusammenstellung verzicht: 
weil wir bereits [Mainzer (9), Mainzer und Joffe (10), Mainzer (19)] ; 
anderer Stelle auf ihr eigentiimliches Verhalten bei der Ammonchlori:- 
azidose und Bicarbonatalkalose hingewiesen haben. 
. ‘ cs NH,+A NH, + A— Bicarbonat 

Der Vergleich der Ausdriicke N und N 
zeigt die bereits dargelegte Bedeutung einer sinngeméBen Einbeziehuny 
des Bicarbonais, so da8 wir auch hier auf gesonderte tabellarische Da: 
stellung verzichten. 

Damit kommen wir zur vergleichenden Betrachtung der séuresparende, 
Tendenz und des séiuresparenden Effekts, dargestellt durch die Koeffiziente: 
100. (NH, + A— Bicarbonat) ; 100. (NH, + A-—Bicarbonat) 


= : un : -; wir be- 
N CGesamt basen 


Tabelle IX. Séuresparende Tendenz und séuresparender Effekt bei dey 
Ammonchloridazidose. 





100 (NH; +A-Bicarb.) 100 (NH; +A-Bicarb.) 








—- Datum N Gesamtbasen Bemerkunger 
Bust 7. I. — 98 13,0 ly 4 
8. LIT. 5,9 10,1 bas waren 
9. ITT. 6.6 16,7 3 $85) § 
10. TT. 12,3 28.5 3x5er 
11. TI. 15,6 38,0 3xSezZle 
12. IIT. 26.3 88.1 
18. TI. 22.1 46,5 Nechperiod: 
Voss = 6,2 21,4 ee 
7. X. 9.2 20,1 ; es 
= x. 15,2 55,0 3> $e5)§ Ls 
9. X. 20,8 30.7 3xSect y 
10. X. 26,6 49,6 xSezle 3" 
. 2. 28.8 222.0 
12. X. 212 118.7 | ) 
13. X. 24,6 102.9 Nachperiode 
14. X. 17,9 116.6 | 
15. bis 17. X. 10.3 19.3 ‘ 
Arp 28. XI. Tag 13.9 17,4 
Nacht 17,1 30,8 | . 
29. XI. Tag 7,3 10,1 Vorperiode é 
Nacht 16,4 26,1 5 
7. XII. Tag 95 15,7 xSeu)9 22 
Nacht 12,8 23,8 Sis a 
8. XII. Tag 14.8 26.8 xe | =% S$ 
Nacht 17,1 49,3 e¢ ss 4 
yy. XI. Tag 18,0 64.2 3x5¢ ] = = 7 
Nacht 21,6 115.3 ele 
10. XI. Tag 18,7 88.5 
Nacht 17,7 139.4 | 
11. X11. Ta 17,2 68.4 
Nacht 13,9 57,9 Nechperiod 
12. X11. Tag 11,2 34,9 
Nacht 11,3 46.1 
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anken uns dabei auf die Besprechung der Azidoseversuche, da fiir 
Bicarbonatalkalose in sinngem&Ber Abwandlung Analoges gilt. 
100 (NH, + A — Bicarbonat) 
Basen 

rde oben diskutiert. Es erscheint ohne weiteres einleuchtend, daB das 
VaB, in dem die neutralitaétsregulierende Tendenz der Niere zur Auswirkung 
kommt, in der Summe der im Harn ausgeschiedenen Basen in Erscheinung 
tritt und daher zu ihr in Beziehung zu setzen ist. Tendenz und Effekt 
der Neutralitaétsregulation der Niere werden erst so darstellbar. Dabei ist 
zu beachten, daB wir auf diesem Wege naturgemaé8 nur iiber den Einflub 
ler Niere auf den Séurebasenhaushalt AufschluB gewinnen. Die Be- 
leutung des Darmes, die hier nicht beriicksichtigt wird, liegt nicht nur in 
ler Ausscheidung alkalischer und saurer Valenzen schlechthin, sondern 
auch in dem EinfluB, den eine verdinderte Verteilung der Ausscheidung 
schwacher Séuren und Basen zwischen Darm und Niere auf das Saure- 
basengleichgewicht hat, sofern die Wasserstoffzahl von Harn und Kot 
wesentlich differiert. Die isolierte Betrachtung der Nierenfunktion stellt 
in dieser Hinsicht bereits eine Abstraktion dar, die zwar durch die auBer 
ordentliche Schwierigkeit der Analyse des Darminhalts und ihrer sinn- 
gemaBen Deutung entschuldbar ist, aber doch stets im Auge behalten werden 
muB, wo aus Harnanalysen Schliisse auf das Verhalten des Gesamt- 


Die theoretische Bedeutung des Quotienten 


rganismus gezogen werden. 
In Tabelle LX und der zugehérigen Abbildung haben wir die Ergeb- 
nisse dreier Ammonchloridversuche niedergelegt. 
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Verhalten der basensparenden Tendenz und des basensparenden Effektes wabrend und 
nach der Ammonchloridazidose. 
: _NH,; + A — Bicarbonat 
Sauresparende Tendenz: Tocca 
NHg + A — Bicarbonat 


-~-—- Sduresparender Effekt —— 


4 Ammonchloridverabreichung. 
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Es zeigt sich, da8 die alkalisparende Tendenz des Organismus wahre: 
der Ammonchloridperiode ansteigt und da8 parallel damit eine gerin, 
Zunahme des alkalisparenden Effekts statthat. Mit dem Aufhéren . 
Ammonchloridverabreichung tritt eine grundsatzliche Anderung 
Richtung des Saéurebasenhaushalts ein, die im Versuch ,,Biist** nur 
gedeutet, sehr deutlich aber in den Versuchen ,,Voss‘‘ und ,,Arp“ a 
gesprochen ist. Wahrend in diesen beiden Versuchen zur Zeit der Amm 
chloridverabreichung die Menge der im Harn ausgeschiedenen Basen sta; 
zunimmt, analog den Beobachtungen von Fiske und Sokhey (69), si: 
sie in der Nachphase unter die Ausgangswerte ab, es kommt zu einer Ei: 
sparung von fixem Alkali. Die grundlegende Anderung der Stoffwechsellay: 
kommt im Quotienten der séuresparenden Tendenz nicht zum Ausdruck 
hier herrschen weiter, am ersten Tage der Nachphase noch zunehm: 
dann langsam abfallend, die vermeintlichen Erscheinungen der Azidos: 
Der Ausdruck des séuresparenden Effekts erweist demgegeniiber den « 
getretenen Umschwung. Die Werte des Quotienten, wahrend der Ammo 
chloridverabreichung nur wenig ansteigend, schnellen mit Aussetzen «i 
Verabreichung schlagartig in die Héhe, die alkalotische Stoffwechselricht», 
andeutend, die nun Platz greift. Besonders eindrucksvoll wird die Beo! 
achtung im Versuch ,,Arp“, weil hier die séuresparende Tendenz ber 
abnimmt, wahrend ihr Effekt mit Aufhéren der séuernden Wirkung no 
im Zunehmen begriffen ist. 


Von der Aufstellung von ,,Normal‘‘werten erwarten wir fiir unser 
Absicht wenig Nutzen, da fiir die Beurteilung eine Synopsis der jeweilige: 
Stoffwechsellage notwendig ist. Immerhin mag als Richtlinie gelten, dat 
wir auf Grund unserer Versuche Werte unterhalb 5 und oberhalb 15 i: 
Harn der 24stiindigen Sammelperiode als Zeichen einer entschiedene: 
siure- bzw. alkalisparenden Tendenz, Werte unter 10 und iiber 50 als 
Zeichen eines entsprechenden Effekts deuten diirfen. Es sei betont, da 
in Einzelportionen des Tagesharns diese Kriterien nicht anwendbar sind 


Geht doch schon aus den wenigen Versuchen, die wir in dieser Richtung 


wngestellt haben, hervor, daB im ,Nachtharn in Ubereinstimmung mit den 
Befund einer niedrigen Wasserstoffzahl und eines héheren Phosphat 
gehalts die basensparende Funktion ausgepragter ist. Diese Verhaltniss: 
bediirfen noch weiterer Untersuchung. 


Wie wir glauben, lassen aber bereits die bisherigen Daten eindeutig 


den heuristischen Nutzen hervortreten, den die Gegeniiberstellung von 
sduresparender Tendenz und sauresparendem Effekt fiir die Beurteilung 
des Saurebasengleichgewichts des Organismus bringt. 

Damit kommen wir schlieBlich zur Besprechung der Ergebnisse unserer 
Versuche fiir eine bilanzmaBige Betrachtung der Kationen und Anionen 
Aus methodischen Griinden haben wir auf die Bestimmung der Schwef: 
siiure verzichtet, so daB ein Uberschu8 von Kationen in unseren Versuchet 
in keiner Weise schliissig ist. DaB® ein solcher statthaben kann, auch i 
Analysen, die die Schwefelsdéure beriicksichtigen, ist mit der Erkenntnis 
der Anwesenheit reichlicher Mengen organischer Saéuren im Harn ohn 
weiteres gegeben. Nur aus einem Basendefizit lassen sich daher in unsere! 
Versuchen Schliisse ziehen, weil die Einbeziehung der Sulfate und cer 
organischen Sauren in die Bilanz den beobachteten Effekt sehr viel deut- 
licher machen wiirde. 

Die Bilanz wurde in der Weise aufgestellt, daB die Summe der dure! 
Gesamtbasen und Ammoniak reprisentierten basischen Aquivalente der 
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summe der analysierten Séuredquivalente, des Cl’-Ions, des Bicarbonat- 

\s, des primairen und sekundaren Phosphats gegeniibergestellt wurde; 
pro Mol sekundaren Phosphats waren dabei zwei Aquivalente in Reehnung 
| setzen, wihrend fiir die tibrigen Ionen molare und Aquivalentkonzen- 
rationen identisch sind. 


Die Einbeziehung der Schwefelséure in die Bilanz unterliegt keinen 
ethodischen Schwierigkeiten. Anders liegen die Dinge bei den orga 
schen Séuren, da diese zu einem betrichtlichen Teile hinsichtlich 
rer chemischen und physikalisch-chemischen Natur unbekannt sind. 
‘ine summarische Bestimmung, wie die von van Slyke und Palmer, erlaubt 
uber nur mit groBem Vorbehalt eine Schatzung der durch die organischen 
Sauren bei der jeweiligen Harnreaktion gebundenen Basen. Diese Basen- 
menge ist, wie wir an anderer Stelle zeigen werden, der experimentellen 
Bestimmung zugangig: der Harn wird, der Methode von van Slyke und 
Palmer folgend, nach Ausfallung der Phosphate und Carbonate mittels 
Caleiumhydroxyds zunachst bis zum Punkte py 2.7 angesduert, wobei die 
Gesamtheit der organischen Sauren in Freiheit gesetzt wird. Diejenige 
Menge Lauge, die jetzt bei der Titration bis zur urspriinglichen Harn- 
reaktion verbraucht wird — die Wahl des jeweils geeigneten Indikators 
ist von der Harnreaktion abhangig —. ist ein MaB der im Harm an orga 
nische Saéuren gebundenen Aquivalente. 


Analysen der gesamten bestimmbaren Kationen und Anionen des 
Harns sind seit den Untersuchungen von Gaethgens (24) und Stadelmann (29) 
in groBer Zahl ausgefiihrt worden. In der Mehrzahl von ihnen wurde die 


Kohlensiure — mit ihrer groBen Bedeutung bei alkalischen Harnen 
unberiicksichtigt gelassen, in keiner konnten — soweit wir die Literatur 
iiberblicken — die als Phosphat vorhandenen basischen Aquivalente in 


einer Weise beriicksichtigt werden, die der Kritik stand halt. In keiner 
Untersuchung schlieBlich sind die organischen Séuren in ausreichender 
Weise in Rechnung gesetzt. Auch unsere Analyser, kénnen aus den an- 
gegebenen Griinden die Liicke nur zum Teil ausfiillen. 


In den Tabellen X bis XIV haben wir die Ergebnisse der Bilanzen 
zusammengestellt. Der Baseniiberschu8 schwankt um einen Mittelwert 
von etwa 75 Milliiquivalenten, einen Betrag, der durch die nicht analysierte 
Schwefelséure und die organischen Séuren gedeckt wiirde. Dazu wiirde als 
Jase in die Bilanz noch das Kreatinin einzusetzen sein mit einem Betrag von 
etwa 10 Milliaquivalenten. In einer Reihe von Beobachtungstagen, meist 
dann, wenn die Cl- oder Bicarbonatausscheidung im Harn durch Verab- 
reichung von Ammonchlorid oder Bicarbonat anwachst, findet sich ein sehr 
geringer Baseniiberschu8 oder — in 7 von insgesamt 88 analysierten Harnen 
-sogar ein Uberschu8 der sauren Radikale. Wenn man bedenkt, da8 eine 
nicht unbetrachtliche Menge saurer Aquivalente bei der Bilanz ver- 
nachlassigt wird, erscheint es wenig wahrscheinlich, da das bereits vor- 
handene oder zu errechnende Basendefizit durch Kreatinin gedeckt 
werden kénnte. Andere bekannte Basen (Kreatin, Purinbasen) finden 
sich unter normalen Bedingungen in zu geringer Menge, um _ bilanz- 
maBig Beriicksichtigung zu verdienen. Es wird also immerhin durch 
unsere Analysen die Vermutung nahegelegt, wenn auch keineswegs er- 
wiesen, daB im Harn unbekannte Basen in nicht zu vernachlassigender 
Menge vorhanden sind. Dieser Vermutung nachzugehen, wird eine unserer 
weiteren Aufgaben sein. 
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Tabelle X. 














Bilanz: Versuchsreihe Biist. 
Datum Kationen  Anionen  Differenz Datum Kationen Anionen Differe 
1928 Milliaquivalente 1928 Milliaquivalente 

5. II. 360.8 232.6 128.2 24. IIL. 258.4 180,4 is 

6. TI. 346.6 257,5 89,1 25. IIT. 263.9 192.6 71 

7. UL. 424.6 330,0 94.6 26. IL. 289.6 203,0 86. 

8. II. 252.0 181.9 61.1 27. UI. 325.4 242.0 83.4 

9. II. 322.4 242.5 79.9 28. LL. 372.1 3076 64.5 
10. IL. 279,2 198.8 74.4 29. ITI. 252.9 210,2 42 
11. TIL. 418.8 375.3 43.5 30. ILL. 496.6 357.9 138 
12. III. 232.7 182.1 50.6 31. I 577,7 493.4 54.5 
13. IIL. 258,8 2035 55.3 1. IV 438,3 394.6 43 
14. II. 427,9 284.7 143.2 2. IV. 399.0 377.1 11 
15. III. 461,9 362.6 99,3 3. IV. 313,4 214.9 SS 
16. ILL. 325.4 2473 78,1 4.15 269.6 188.6 SI 
17. UI. 317.4 237.3 80.1 6. IV. 247.9 141.3 96.4 
18. IIL. 310.3 215.5 94.8 6. 1V. 274.3 190.3 84 
19. III. 415.5 345.9 69,6 ul 2 324.3 223.7 100, 
20. UI. 338.6 313.5 24.1 S.IV. 382.9 262.8 20) 
21. TI. 402.9 419.0 16.1 9. IV. 250,2 175,0 75,2 
22. IT). 371.4 288,2 33,2 LO. 1N 236.5 169.4 6 
23. LI. 320.3 203.7 116.6 

Tabelle XI. 
Bilanz: Versuchsreihe Voss. 

Detem Kationen Anionen  Differenz Datum Kationen Anionen  Differer 

1928 Milliaquivalente 1928 Milliaquivalente 
23. XI. 311,6 204.8 106,8 8. XII. 272,2 397.6 12 
24. XI. 307.4 219.3 88.1 9. XII. 644.5 475.3 169 
25. XI. 220,8 239,7 - 18.9 10. XII. 689.0 503.6 185 
30. XI. 241.3 157.3 84.0 11. XI. 242.5 168.3 74.2 
1. XII. 233.4 152.4 81,0 12. XI. 209.2 136.2 7 
2. XII. 138.6 93.6 45.0 13. XIL. 191.9 144.4 47 
6. XT. 172.7 150,7 22.0 14. XII. 129.8 149,7 1 
7. XII. 279.1 170.0 109.1 J 15.bisi7.Xn ©=—-286.0 224.2 1) i 
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Tabelle XII. 
Bilanz: Versuchsreihe Bahr. 
Datum Kationen Anionen Differenz 
1928 Milliaquivalente 
15.1. Tag 265.7 276.1 20.4 
Nacht 99.8 81.8 18,0 
16.1. Tag 241.6 232.9 8,7 
Nacht 92.0 87,7 43 
17.1. Tag 155.9 145.4 7,5 
Nacht 91.1 65.0 26.9 
Tabelle XIII. 
Bilanz: Versuchsreihe Arp. 
Datum Kationen Anionen Differenz 
1927 Milliaquivalente 
27. XI. Tag 267.1 227.8 19,3 
Nacht _— 
28. XI. Tag 185.6 129.9 55,7 
Nacht 89.5 183.5 94,0 
29. XL Tag 169.8 126.4 13.4 
Nacht 125,2 79.6 45.6 
7. XIL. Tag 274,2 186.3 87,9 
Nacht 371,7 230,7 141,0 
8. XIL Tag 380.1 288.4 91.7 
Nacht 299.1 182.6 116.5 
9. XT. Tag 2418 180.0 61.3 
Nacht 173.5 132.4 41.1 
10. XID. Tag 170.5 107.7 62.8 
Nacht 127,7 67,0 60,7 
11. XIL. Tag 160.3 102.0 5S.3 
Nacht 142.0 S15 60.5 
12. XII. Tag 168,7 99,1 69.6 
Nacht 120.5 66.1 44 
Tabelle XIV. 
Bilanz: Versuchsreihe Vdiz. 
Datum _Kationen Anionen | Differenz Datum Kationen Anionen  Differenz 
1928 Milliaquivalente 1928 Milliaquivalente 
30. TLL. 191.6 126,7 64,9 5. IV. 362.0 363.0 1,3 
31. TL. 347.3 259.2 88.1 6.1V 260.6 173.5 87,1 
es 325.8 205.5 120.3 7. IV. 278.8 164.7 114.1 
2. IV. 271.2 170.0 101.2 S.IV. 308.5 195.6 102.9 
3. 1V. 281.6 287.4 5.8 9. IV. 334.8 169.5 165.3 
4. 1\ 316.3 323.8 7.5 10. 1V 175.3 1107 64.6 
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Tabelle XV. y., 

A | Ba! BB  Ca!ces!D é F G H I K I M 

‘ Gesamt-N  “™moniak- r e s< c 2. 5s Koblensaure Kel - 
Datum & . $3 |“93 | 28 |#2\- 7 : 

: ist | £9 | £33) 28 22 She | cone, [Freie be 

= lewis, s fon. se Eze £° s* oe a 
1928 . quiv & =s 5 zs Milliaquiv. in 1 
5.11. 1230 7,6 542.8 0,554 39.6 6.25 321.2 215 199.3 26.1 412 24 0,14 0.19 
6.111. 1300 5,6 400.0 0.247 17.6 6,7 329.0 11.1 227.5 16.5 103 8.2 0.16 OR 
7.111. 1760 6,0 428.5 0,299 21,3 7,1 403.3 9,7 2285174 806 729 048 415 
S.IIL 750 5,6 400,0 0,233 16.6 6.7 235.4 13.1 150.0184 74 5,9 0,20 0.79 
9.111. 1530 10,3 735,7 0,474 33,8 6,15 2886 184 2142 210 72 3,8 0.22 (24 
10.1. 930 7,7 550,0 0,577 41.2 51 238.0 27.0 176.7 214 38 0,3 0.37 0.03 
11.011. 1360 11,5 821.4 1,129 80,6 495 338.2 47.6 3346400 43 0,3 0.30 0,02 
12.111. 700 6,4 457,1 1,344 96.0 54 (136.7 249 1638172 22 0,4 0,26 0.04 
13.111. 840 5,5 392.8 1,006 71,8 5.85 187.0 168 183.9165 42 16 031 0.19 
14.111. 1500 6,6 471.4 0,650 43,9 645 384.0 169 255.0189 890 5.4 0.16 0.3 
15.11 1700 6,1 435,7 0,374 26,7 6,85 435.2 68 3196 163 211 17.8 0.19 Lo: 
16.11. 1460 6,1 435.7 0.350 25.0 66 3004 142 2044 248 118 8.8 0,20 0.46) 
17.111. 1070 «7,4 528.6 0,287 20,5 69 296.9 11.2 186.2 25.7 146 126 048 1.11 
18.11T. 1140 8,7 621.4 0274 19.6 66 290.7 15.1 177.8 232 78 5.8 0.15 0.5] 
19.111. 1400 84 600,0 0.112) 8.0 7,55 407,5 — 2.97 210.0 28.5 86.6 | 83.6 0.21 5.98 
20.111. 1180 5,3 378.6 0,057 4,1°7.5 334,5 - 1.7 205.7 182 77.4 | 74,7 0.27 6.4) 
21.11. 1309 6,8 485,7 0,052 3.7 7.9 399.2 -11,.0 171.6 25.8 203.2 200.2 0.23151 
22.111. 1220 6,7 478.6 0,195 13.9 7.35 357.5' 0.5 206.2 25.4 39.5 37.2 0.19 ; 
23.11. 990 7,2 514.8 0.279199 59 309.4 293 171.0 29.0 27 1,1 018 0.12 
24.111. * 930 6,6 471.4 0,288 206 5.4 2378 274 152.5 264 29 0,5 0,23 0.05 
25.111. 1020 6,9 /492.8 0,356) 25.45.95 238.5 24.7 167,8.21.7 3.7 1,6 0.29 0.15 
26.111. 870 6,8 | 485,7 0,339 242 64 2654 17.6 1688 21.1 5.0 3.2 0,21 0.37 
27.111. 1300 7,9 564.3 0,416 29.7 6,2 295.7 227 2054 273 7.0 3,8 0,25, 0.29 
28.111. 1040 7,8 |557,1 0,260 18.6 6.7 353.5 20.8 247.5 3882 78 6.2 O15 O46 
29.11. 690 5,0 '357,1 0,179 12.8 6.7 2401 104 175.3 233 42 3.4 0.12 0.49 
30.111. 1380 10,8 771.4 0,290 20,7'7,.2 475.9 4,1 2429401 732 673 048 4.7 
31.11. 1660 83 592.8 0.066 4.7.7.6 573.0 — 6,6 278.9 27.8 168.1 163.1 0.30 9» 
1.1V. 1140 7,2 514.3 0.068 48 °>7.6 433.5 3.47 246.2 25,8 83,2 80,7, 0,22 7.08 
2.1V. 1430 6,9 492.8 0,300 21.4'6.7 368.6 13.2 306.0 37.2 25.0 20.0 0.35 1.39 
3.IV. 930 7,4 528.6 0,298 21.3161 292.1 233 1981132 28 14 015 010 
4.1V. 880 7,7 |550,0 0,353 25.2 5,9 2444 286 167.2182 38 1,5 0,27 0.17 
5.1V. 880 7,7 550,0,0,460 32.8 5,7 215.1 27,1 128.2 159 2.7 0,8 0,22 0.09 
6.1V. 1020 7,9 464,310,530 37.8 5.75 236.5 286 161.2 25.7 33 1.1 0,21 0.1 
7.1V. 1010 8,1 578.6 0,528 37,7 5,8 2866 293 191.9 281 31 1,1 0,20 0.11 
8.IV. 990 7,6 '542.8'0,396 2836.2 354.6 243 225.7296 46 2,5 0,21 0.2) 
9.1V. 790 69 492.8 0,466 33.3°6.1 2169 245 1422270 26 1,3 0,16 0,1! 
10.1V. 760 6,8 |485,7'0,337 24,1625 2124 264 1292 31.7 3.7 2,1 0,21 0,29 


+ Aus der Pufferung des Phosphats und Bicarbonats berechnet 

















++ Das titrierte Bicarbonat ist vom Gesamtbicarbonat in Abzug gebracht 
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73 611 58.7 (352 113 108 182 209 5,0 15.2 701 

44 28,7 90.5 38.6 7.2 51 62 92 6.3 5.6 DOD 

50 310-419 (31,3) 7,2;'— 98 —13,0, 62 | 11,2 2.8 28,9 

42 29.7 238 (441) 74 59 101 108 7.6 6,7 51,1 

46 52,2 48.4 35,2 7,1 66 16.7 17.5 3.5 12.9 701 3x 5g NH, Cl 
75 682) 67,9 39,6 124) 12,3) 285 21,0 0,4 164 60.7 3x5 9NH,Cl 
18 1282 127.99 37.6 156 156 38.0 39.6 04 30,8 64,7 3x5gNH,Cl 
1.0 120.9 120.5 (206 264 263 881 165 0,7 128 51,4 

18,3 886 87.0 (19,0 225) 221 465 15,0 1,5 114 67.8 

98 608 55.4 27,7 12,9; 11,7 14.4 13.5 5.4 94 55.6 

6.1 33,5 15.7 (20,3; 7,7 3.6 8.6 815 &15 47 691 

5.7 39,2 30,4 36.2 9,0 7.0 101 15,5 9.3 10,1 71,1 

39 31,7 19,1 35,3 5.9 3.6 64 12.9 128 73 65.2 

32 84,7) 289 43,5) 5,6 46 99 145 87 94 62,2 

13 51 — 785 0,8'-13.1 -19.2 4,7 238 16 55,0 3x5_ NaHCO, 
1.1 2.4 72.3 0.6 —-19.1 -215 33 149 0.7 41.2 §3x5g,.NaHCO, 
18 | — 7,3) -200 177 1,5|—41.2 -—50,1| 2,2 | 22,5 34 30.9 3x 5g}NaHCO 
29 144 22.8 0.3; 30 4.7 64 69 194 0.5 100 

3 49.2 48.1 59.5 95 93 158 264 26 20,0 685 

44 48,0 47.5 71 10 10,1 18,7 25.4 1,0 19.6 715 

52 50,1 485 484 10.2 98 20,3 19,7 20 15.0 60.7 

5.0 418) 386 (421, 8&5 7.9 145172 69 119 67.6 

53 52.4 486 433 93 8.6 164 218 5,5 15.8 69.6 

33: 39.4 33.2 528 7,1 5.9 9,7 (22.5 | 15,7 14.1 678 

36) 23.2) 198 448 6,5 55 8.2 13,1 9,2 8.2 78,8 3x5g NaHCO 
97| 248\— 425 (165) 3,2 5.5 8.9 125 17,6 3.7 902 3x5¢ NaHCO 
0.8 1.9 —163,3t7 0,3 -—27,5 -—285 42 23.6 19 288 3x5g NaHCO 
0.9 1.4\— 77.677 03 5.1 17,9: 3,9 | 21,9 1,7 0 

43° 34.6 146 381 7.0 3,0 3.9 22.5 14,8 14.3 100 

40 446 432 522 84 8.2 147,110 22 8,1 | 34,7 

46 53.8 52.3 53.1 97 95 214 16,5 1.7 14.5 506 

59 59.9 591 453'109 10.7 274 145 14 11.0 406 

66 66,4 65,3 43,0 143 14.0 276 234 23 17.9 62.5 

65 67,0 659 (43,7 116 11,4 23,0 255 2,6 19.3 663 

52) 526) 501 46,2 9,7 9,2 14,1 24,6 5,0 18,1 74,5 

6.7| 57.8; 565 424/ 11,7 11,4 260/225 45 16,6 67,7 

49 505 484 523 104 99 218 253 6,4 18,9 71,2 





Joffe : 











sv Fk. Mainzer u. A.. 
Tohell 
Versuch 
A | Be | Bs | Ce/ce| np! e& |r {|G a ix 
Gesamt«N Ammoniak-N c> ® >; > # Kohlensaure 
| s2ie5 3 23 - 
Datum & Pu 22 $82 is cf gee Bi. 
3 Millis Milli- yo es itse|-s | ae cmt carn 
=) | aquiv.| ® Jaquiv. | $= $22) = | SE — 
1927 os jz £1 E-  Milliaquiy 
23. XI. 159) 6,8 | 485,7\ 0,477 33,5 6,05 |278,1 21,0 177.9 20,3 6,84 32 
24. XI. 1200 6,0 428.6 0,371) 26,8) 6,55 (280.6) 15.3 1848 21.3) 7,04 5) 
25. XI. 1100 6,1 485,7 0,474 25,6 5,95 195.2) 25,8 112.2 23,7) 3,67 1 
30. XI. 610 6,0 428.6 0,263 18,6 64 |222,7/ 17,2 129.3) 20.1 3,31 21 
1. XII. 800 58 4143 0,426 30,4 5,55 |203,0) 37,8 128.0 22,7 248 05 
2. XII. 440 43 307.1 0,351 25,1) 5,75 |113,5| 208 76,6 152 1,34 04 
6. XU. 2310 7,8 521.4 0,288 206 61 (152.1) 15,5 124,7,192 7,12 35 
7. XIL. Tag 650 42 309.0 0,186 133 64 (1564) 82) 884 99 393 25 
Nacht 420 384, 2428 0235 16,8 53 92.6 14,7 54.6) 11,0 282) 04 
Gesamt 1076 7,6 542.8 0,421) 30.1 249.0) 22.9 143,0 20.9 6,75) 29 
8. XII. 1850 10,4 742.8 0,982 66,6 4,9 205.6 46.7 366.3 39,8 4,03 02 
9. XII. 1889 11,1 792.8 1,500 107,1 4,8 (537,7|/ 583 4324 423 462 02 
10. XI. 1990 13,1 935,7 ; 613 186,6 5,1 5924 63,2 457.7 44,6 4,24 03 
11. XII. 730 91 650.0 2,214 158.1) 5,8 84.4; 39.3 141,6 23.7) 2,90 1) 
12. XII. 790 82 585.7 1,471:105,1 59 (1041) 203 1185 15,1 2,90) 11 
13. XI. 500 62 442.8 1,294 86,0 5,7 105.9) 23.5 125.0 17,7. 1,55) 04 
14. XII. 1119 63 450.0 0,852 60,8 5.85 69,0) 21,1 1288 17.9 3,82 14 
15.—17. XII. ||3490 19,9 1421.4 1,475 105,4'6,6 752.8) 57,6 551,0 75,7 22,68 17) 
im Mittel 473.8 35.1 250,9 19,2 183,7 25.2 7,56 5 
Tal 
Versucl 
A Be Bf Ce Cf D E F G H I K 
Gesamt-N Ammoniak+N es Ses > 2. Koblensaure 
“ sa Ss \|3 3s 3 3S 
Datum % 2 #ss 5 ¢é a Ri. 
§ - H | Ga | saa | OS | SS | Eee) car 
> g Milli g Milli- 180 s= 5 fs = = Snail 
aquiv. aquiv. é £3 - 
1928 Os =3 g s = Milliaquiv 
1. Tag 750 4,0 | 285.7 0,038 2,7 7,8 263.0 — 5,27 125.2 9,7 135,2 132 
Nacht 249 1,7 | 1214/0912 O09 7,7 989-16 346 65 359 35 
Gesamt 999 5,7 | 407.1 0,050 36 361.9 — 6.8 159.8 16,2 171,1 167 
16.1. Tag 550 44,1 | 2928 0,028 2,0 80 2396-58 781 101 136,6 135 
Nacht 230 2.0 | 142.8 0,018 13/805) 997-42 193 62 569 56 
Gesamt 780 6,1 | 485,7 0,046 33 830.3. -10,0 974 16.3 193.5 191 
17.1. Tag 400 29 | 2071 0040 29°78 1538,90-29 752 62) 62,7 61 
Nacht 240 28 | 200.0 0,127 9,1 || 5,1 $2.04+13.0 528 118) 063 | 
Gesamt 640 5,7 | 407,1 0.167 12,0 235.0 +101 128.0 18,0 63,3 61 


+ Das titrierte Bicarbonat ist vom Gesamtbicarbonat 


in Abzug gebracht. 





O4 


17! 


aly 


sucl 


Saurt 


cart 


yuiy 


132 
167 
135 


191 





ivi. 





Analyse 


des Sai 


irebasengle 


ichgewichts im 


Harn. 


Ss! 











tihe Voss. 
fr xm inio rPioirxis { Vv wix 
\ohlensaure > 2s e z = Ec s a S z 3 ra 
= <3) 85 Se = = —~%' 82 46 45 48. 
po z| + = 2 = 2 < =2 irs £ és 25 f> <2 5 Bemerkungen 
treie Bicarb = = +3 cl + Zz) 2 Zj = a 3 as $< - 
Z zZ. —_ “zZ = < <3\8eciwe! =e Es 
¢ Siss |<‘ iz C\E~ | o~ |. 30 ass 
y 4 = eo 4 77 va 
0.23 0,20 6.9 54.5 51.2 38.5 11.2 105 84 17.0 33 12.5 59.5 
116 0,42 6.3 42.1 37.0'\363 98 8&6 t 39 2142 71 95) 62.1 
0.19 0,14 59 514 49,8 50.2 118 114 255 215 22 163 63.1 
19 O35 43 35,8 33.6'483 84 78 150 144 5.7 10.0 581 
0,24 0,07 7,1 68.2 67,6554 165 163 33,3 21.6 1.1 166 43.9 
21 0.10 8.2 459 455 45.0149 148 40.1 138 14 105 505 
015 015 40 361 325:429 69 62 214 16,0) 3.2 13,8 89.0 
0,21 0,39 44 21,5 18,9)381 7,2 63 121° 71 28 4,9 59,7 
0.57 0,09 6.9 31.5 31.1:46.7 129 128 338 10.7 03 83 56.4 
0.35 0,27 5.7 538.0 50.9432 98 92 201 178 3.1 13.2 57.6 
0.21 0,01 9.0 113,38 113,1/41.2 15.2 15.2 55.0 30.5 O38 23.7 59.7 3 Sy 
0,23 O01 13.5 165.4 165.2 35.3 20.9 208 30.7 41.9 O04 32.6 559 Ammons 
0,20 0.02 19,9 2498 249.4'25.3 26.7 266 496 43.7 09 33.9 53.6 chlorid 
0.26 , 0,14 24.3 188.4 1874 16.1 29.9 28,8 2220 21.7 2.9 16.5 544 
0,25 0,15 17,9 125.4 124.2 16,2 21.4 21,2 1187 13,7 14 104 51,2 
0.22 0,09 194 109.5 109,0' 21.4 24,7 24.6 102.9 16.5 1,2 12.6) 53.6 
0,22 0.13 133 81,9 805/258 182 179 1166 163 16 124 588 
016 0,48 7.4 163.0 146.9'35.3 11.4103 193 47.3 28.4 30.7 53.3 
Vi. 
| ihe Bahr. 
I M N oO P Q R S r { \ W X 
J = = = ~ ca 2 
Koblene = “5 #5 & = = = $2 = 28 Be 
saure = fF > wit" = ae spe FE £5 = Zs Bemerkungen 
- “= “<2 £2.42 5az2523 = £5 ge ge> . 
Bir ox te = at Z 2,85 “5 &S se se 
treie > = € bg = v v 
ee Z' 2. £, ~2\k < < (| 22/48 38 (33. 
%, = 7 = < Z 4 = > 4 + i sc 3 
36 17,7 0,95 -2.5 -134,3+ 0.87 -47,0 -51,1 0,97 8,71 -1,17 22.5 
0.37 14,6 0,70 -0,7 — 35,17 0,57 -28.9 -35.5 08 5,7 -06 39.4 
16.9 0.88 -3.2 -169.4 0.78 -41.6 -46.9 1.771542 -2.7 3*5¢ Natr. bic 
0.25 246 0,68 -3,8 -138.57 1.29 -47.3 -57.8 0.67 9.44 -1.55 26.7 
126 245 0,90 -2.9 - 56.97 2.00 -39.8 -62.6 0.37 586-10 23.6 
24.5 0,75 -6,7 -195,4 15 -44.6 -59,2 1.041583 -2.55 2* 10g Natr. bic 
132 15,3 1,38 +0 - 59.97 58.8 28.9 -39,1 0.63 5.59 -0,74 255 
124 0,03 4.50 221 22.0 11,1 110 268115 O08 9,0 69,2 
9.6 (2.76 22,1 - 37,9 5.4 9.3 -16.1 1213 589 3&3 
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82 F. Mainzer u. A. Joffe: 
Tab: 
Versuchsreihe A; 
A Be _ B? Cea Cs D E F G H I K L M 
- Gesamt-N AmmoniaksN es |8<; 3 2c Kohlensaure Kohblensaure 
Datum = 23 so3 Fc Hi iy 
£ Pu = $42 =e 5 gee Bi. freie 
=  ., | Millis Millie => tes £5 2S samt card. carb 
a s = aquiv. aquiv. 2=. ¢ 2= & > 2= Milli 
1927 ” 180 Of (=58| 5 ££ Millidquiv. i 100%, . 
27. XI. Tag 770 4,1 292.8 0125 89 62 258.2 7,7 2141) 9,8) 3,97 | 2,18) 0,22 02s 
Nacht 580 34 242.8 0,247 17.6 4,95 18,1 139.8 12,7 1,99 | 0,14 0,32 0.P 
28. XI. Tag 600 2.9 207,1 0,284 202 58 1654) 93 117,0 7,0 1,87 0,65 0,20 011 
Nacht 720 2,0 1428 0,145,103 49 792,142 17385. 98 2.25 0,13) 0,29 0.02 
29. XI. Tag 500 3.1 221.4 01382 94 635 1604) 8,7 111.0 108 3,05) 1,91) 0,23 0.38 
Nacht 330 2.5 178.5 0185 13,2 59 112,0 16.2) 67,9 11,1 1,01 040/019 0.12 
7. X11. Tag 670 5.9 421.4 0,270 193 5,2 254.9) 21,1 168.2 17,4 2,70 0,30 0,36 0.04 
Nacht 870 86 6142 0,600 428 48 328.9) 35.6 2044 26,0 1,62 0,08 019 0.0) 
S.XIL. Tag 1020 8.2 585.7 0,771 551 4.9  325,0, 32,1 264.2 23,8 2,64 0,160.24 0.01 
Nacht 700 8,7 621.4 1,005 71,9 4.9 227,2 35,0 156,1 26,0 2,98 0,18 0,40 0.02 
9. X11. Tag 610 82 585,7 1,083 773 5.0 1640 282 159.2 20,5 2,04 0,14 0,32 0. 
Nacht 460 6,9 492.8 1,130 80.7 53 924 261 1108 20,8 1,47 0,21 0,27) 0.95 
10. X11. Tag 380 6.6 471.4 0,989 70,6 5,2 999 18.1 91.9 15,3 1,56 017 0,36 0.04 
Nacht 320 6,6 471,4 0,949 67,8 58 59.9 16,1 576 83 1,17) 0,41) 0,24 0.15 
11. XI. Tag 390 5,7 407.1 0.819 585 53 1018 118 92.0 95 1,36 0,19 0,30 0.05 
Nacht 399 5.7 407,1 0.615 43,9 5,7 98.1 134 68.6 11,6 1,66 0,50 030 0.13 
12. XII. Tag 409 58 4142 0495 353 5.75 1334 11,7 888 92 134 044 0,22 0.11 
Nacht 320 53 p/8,5 0,378 27,0 55 93.5 16.1 50.6 14,7 117 0,23 0,29 007 
Tabell: 
Versuchsreihe 
A Be B3 Ca cg OD E F G H I K I M 
2 Gesamt-N Ammoniak«N § 2 2< > 5 e§ Ko lensaure Kohlensaure 
Datum § £ g 23 Fs =6 2 2 a —" 
: Milli« mie PH 8S 235 FS 25 samt car ‘eH 
2 | *  aquiv. —_ ah? Paes Milliaquis 
1907 wo CS ESE 5 £<s Milliaquiv. rt — ae 
27. XI.,1350 7,5) 535.6 0,372 265 25,8 353.9 225 5,96 2,32 0,28 0.17 
28. XI. 1829 49 349.9 0,429 30,5 244.6 23,5 299.5 16,8 412 0,78 0,25 0.0 
29. XI. 830 56 399.9 0.317 22.6 272.4 24,9 178.9 21.9 4,06 1,98 0,25 O24 
7. XII. 1540 14,5 1035,6 0,870 62,1 583.8 56,7 372,6 434) 4,32 0,38 0,25 0) 
8. XII. 1720 16,9 1207,1 1,776 | 127,0 552.2. 67,1 420.3 49,8 5,62 034 0,30 0)? 
9. XTL. 1070 15,1 1078.5 2,213 | 158,0 256.4 543 270.0 41,3 3,51 0,35 0,29 0 
10. XII. 700 13,2 942.8 1,938 138.4 159.8 342 149.5 23.6 2,73 0,58 O31 0. 
11. X11. 780 11,4 8142 1,434 102.4 199.9 25,2 160.6 21,1 3,02 069 0,30 0.9 
12. XH.) 720 11,1, 792.7 0873 623 226.9 278 1394 239 251 067 0,25 | 














Villa. 
| 2stiindige 


Analyse des Saurebasengleichgewichts im Harn. 


Sammelperioden. 


S3 





— 


100 


HW 


N 


Oo 


+A 
hidquiv. 


NH 
in Mi 


_ 
~ 

oo 
~ 

oOo 


35,7 
29.5 
24,5 
18,1 
29.4 
40.4 
78.4 
87,2 
106.9 
105.5 
106.8 
88,7 
83.9 
70,3 
57,3 
47 
43.1 


YVIITb. 
*4stiindige 


P Q 


ys 

= c 
> = 

a. ~~“ 

; 

C 

- a] 

<= = 

x 

-_-e at 

5s 


14.1 46.4 
35,6 50.7 
28.8 31.5 
24.4 57.9 
16,2 48,0 
29.3 55.1 
40,1 52.2 
78,3 45.4 
87,0 36.8 
106,7 32,7 
105,4 26,7 
106.6 24.4 
88.5 20.4 
83.5 19.2 
70,1 16.8 
56,8 23.4 
46.6 249 
42.9 37.3 


R 


. (NH, + A) 100 
£ N 


— — i 
J re a a ae ae 
> Sd bw bw “Ns 


. 
"2 


14,9 
17,2 
18,0 
21,7 
18,8 
17,7 
17,2 
14,1] 
11.3 
11,4 


S T V W X Y Z 
- ~ ra 2 2 

S S = - a 3 2 co 

~ at | e142 oat as* §2 §8 

ar : ec aé bt 22 < 52 3S 
an? of 33 cs - = e- cr @ = ey on B 
-—maA>y tems Fs c= $2: ta > > o | A= - 

7m Ziz™ ¢| #2 | 32 2s= 4° = = 

S ~ia' "Zi é&F so = sc es as 

= cet &a¢ = =, 

c= , £3 32. 353i - er 

é. t AF -= 3395 O-= 0 & 

: S. t ~ ~ asa 

49 05 RA 7 59 766 380 37.4 

14,6 12.6 l 99 54.7 328 317 


13,9 
17,1 

7,3 
16,4 

9.5 
12.8 
14.8 
17,1 
18,0 
21.6 
18,7 
17,7 
17,2 
13.9 
11,2 
11,3 


Sammelperioden. 


— 


> 59.2 | 257 


17.4 64 


SKoOns = 


iw c¢ 
™ 
- 


herkungen 


“1g Ammon- 
»rid 


Og Ammon- 


) chlorid 


7) 
30,8, 97 1 7,5 528 193 18,7 
10.1) 84 7 57 655 298 29,2 
26.1109 02 85 525 21,3 205 
15,7 17.0 0.4 13.2 626 259 240 365 
23,8 258 02 201° 564 29.2 26,5 chk 
26.8 236 02 184 573 294 260 3xs 
49.3 25.7) 03 20,0 57.1 395 26, 
64.2 203/02 158 56.0 34.2 294 3x5 


115.3 202 06 15.6 598 35.1 30. 
88.5 15.0 03 116 64.1 244 on¢ 
139.4 76 07 58 36,9 272 oR, 


1 chle 
) 


68.4 92 03 7.1 604 30.3 26.7 


57.9 108 O08 93 694 203 17% 


34.9 85 07 65 65.6 320 29.8 


46,1 14.1 06 10.9 67.7 | 35.7 24. 


) 


Og Ammons 
rid 








N 


Too 


Nit, 


0 


A 


NH, 4 
in Milliaquiy. 


52,3 
54.0 
47.5 
118.8 
194.1 
212.3 
172.6 
127,6 


90,1 


P Q 

2 = 
= » — 

— = = 
“es >< — 
a a 
<= : 

= ” © + 
—— s= 
a ZZ = 
Zs < Z 


49,7 49. 
53,2 43.5 
455 524 
118.4 50,3 
193.7 34,6 


212.0 25,: 


172.0 198 
126.9 198 
89.5 30) 


R S I I Vv WW X 
— - - a a} 
= = 2- es 2@> stf< . > 
a an a2 ee S65 /\S6 2.35 
2 "tie #6 SE 222 Zec see 
—.2 rss § c= C= els 52° 88 
Z iS=2/\=ea'2 <= A= psr=\ Ze? eE3= 
Z. Z = a us sa.- Ss t= 
sat - ” *18-2£\8— PAS 
< a“ Ec “te «2 -¢ = 
id HB” \eeeli saci e« 
+ ec 5 =|g05 = 
9.3 20.7 18 158 612 70.8 


15.2 21,7 161 30 13,0 59.5 45.0 
11,4 16,7 190 29 18.2 53.0 514 
113 203 428 ng 33.3 58.7 54.4 


16,0 35.1 493 O45 38.4 57.2 59 9 
196 827 405 O88 31.4 578 69.3 
18.2 1076 296 10 174 599 516 
15.6 635 20.0 11 164 65.1 596 
113 394 226 13 17,4 626 67.7 


h* 


N 


Organische 


Sauren korr, 
in Milliaquiv 


52,0 
59.5 | 
43.0 
44.3 


D38 


Bemerk ungen 


3% Sg 
Ammon- 
chlorid 











4 F. Mainzer u. A. Joffe: 








Tai 
Versix 
A Be bs Ce CB D Ek F G H 1 
A k . Kohl 
. ' Am oO A* > » onhtens 
e Gesamt-N — E> 32 5 55 
eS ss Sau $s => 
Datum rT) Pu Ss. to = 25 
a == Sts = c= ge’ 
E 18 $s S2= = eS samt Bicar 
2 Milli ; Millie s~ |&3< e* 
mt aquiv S aquiv. CEs 5 ee £& 

1928 x ~ Milliagu 
30... =550 7.4 5286 0440 314 6.05 1605 21,2 101,1 21,0 2.3 LJ 
31.10. 1100 90 6428 0528 37.7 68 309.6 13,2 215.6 228 12,1 10 

1.1V. 1200 72 5143 O468 334 65 292.4 13,2 187.2 10.0 59 4.] 


2.1V. 1180) 72 5143 0460 82.8 595 2384 17,1 1581 108 3.6 15 
3. 1V. 790) «5.2 «3871.4 0,987 62 7,9 275.4 99 109.90 10,3 161,1 1587 
4.1V. 1200! 7.4 5286 0.072 51 79 3811.2 9.9 117.6 11.8 199.6 1966 
5.1V. 990 66 471.4: 0050 36 82 358.4 -180 83,2 14,7 251.3 2513 
6. 1V. 950) 94 6714 0315 225 69 2381 14.7 133.0 19,8 126 108 
7.1V. 1080 7.5 535.7) 0.3826 23.3 595 250.5 22.7 1446 17.1 3.4 14 
8.1V., 820) 7,1 507.1 0,295 21,1 63 287.4 19,7 159,1 27,5 43 2% 
9. IV. 1160 95 6786 0476 34,0 615 3008 209 1485 163 4.2 21 
10.1V. 580 76 3428 0435 311 495 1442 269 893 21.2 1,06 6 fe 


Zusammenfassung. 

Es wird auf eine Reihe von Befunden hingewiesen, welche die 
Gleichsetzung einer vermehrten Ammoniak- und ,,Saure‘‘ausscheidung 
im Harn mit dem Bestehen einer Azidose als nicht gerechtfertigt er- 
scheinen lassen 

Vermehrte Ammoniak- und Saéureausscheidung im Harn ist viel- 
mehr das Zeichen einer alkalisparenden Tendenz des Organismus, die 
unter verschiedenen Bedingungen beobachtet werden kann. 

Der alkalisparenden Tendenz, gemessen durch den Quotienten 
100 (NH, +. titrierte Siureausscheidung— Bicarbonat) 
Gesamt-N 
wird als Ausdruck der tatsichlichen Stoffwechselrichtung der alkali- 
sparende Effekt gegeniibergestellt, gemessen durch den Quotienten 

100 (NH, ++ titrierte Siureausscheidung— Bicarbonat) 


Gesamtbasen 


(wobei simtliche GréBen als Milliaquivalente eingesetzt werden). 
Die theoretische Bedeutung des Quotienten des basensparenden 
Effektes wird erértert; er gestattet insbesondere die quantitative 
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Analyse des Séiurebasengleichgewichts im Harn. SO 





ainio P Q | R s 7 i8 viw x 
- - ou 
=n = = i = 3 
s\ gs | </8| | S| & | deissPesie® 
= <3 5 o+ |. ~ ~ 22 22 425 3-: 
= 7 3 oa ft — 3 wit #& £6 235 3° Bemerkungen 
zi we | “2 (et . 2 S@izSe 8) &2\"2 se ts 
_ - = }- = 7 Zz, Z. SS vs #£2= £¢£= &e 
S| Se) oS et i 8) Ml Be Se eel ae 
Z Ze — ce = < < . € 56 = 
‘ £ sé oc Zz Ee s£ 205 55 
“ Z. > - c as Dt =o 
m a 3 Ae 
020 42 58,6 52,5395 102 99 32,7175 35 12,9 60,8 
9091 42 509 409259 7.9 63 13,2120 10,8 7,0 53,0 
5034 46 466 425283 90 883 111 66 38 44 333 


113 45 499 484343 97 93 203 98 10 74/482 


1 1,2 3.7 —158,0 -9.9 -425 -574 0.9 94 -14 14.1 '3 x 5g Nate. bicarb. 
16.4 0,7 3.9 -193.8 7.6 -34.8 - 62.3) 10/108 -16/178 3x5e . E 
%4 O05 -14.4 -260,0 3,0 -55.4 -72,.5 0.6141 -26 144 3x5 . . 


1 24 372 264395 55 38 111 99 99 55 374 
013 31 460 446495 86 83 178155 16 118 51.9 
032 3.0 408 382482 80 7.5 13.5211 64 15,1 766 
018 3.5 549 52.9380 81. 7.7 17.8186 2.7 101/483 


001 4.1 58.0 57.9463 10.7 10.7 401209 02 163/606 


Vergleichung von Harnen mit gleicher Titrationsaziditét und ver 
schiedener Wasserstoffzahl. In Versuchen mit Ammonchlorid- und 
Bicarbonatverabreichung wird die praktische Bedeutung des Quotienten 
fiir die Analyse des Saurebasengleichgewichts gezeigt 

Die Bestimmungsmethoden der Titrationsaziditaéat des Harns 
werden einer kritischen Betrachtung unterzogen 

Die bisher kaum beriicksichtigte Bedeutung der Bicarbonatausschei 
dung im Harn als eines Faktors der Saureersparnis wird durch Harn- 
analysen erlautert. Dabei zeigt sich, daB auch Harne, deren Reaktion 
saurer als die des Blutes ist, bereits siuresparend wirken kénnen 

Erst die gleichzeitige Variation der Ausscheidung einer fliichtigen 
Base, des Ammoniaks, und einer fliichtigen Saure, der gebundenen 
CO,, erméglicht dem Organismus die Regulation des Saurebasen 
gleichgewichts durch die Niere unabhdngig von den stofflichen Aus- 
scheidungsforderungen. In diesem Zusammenhang liegt die wesentliche 
Bedeutung der Wasserstoffzahl des Harns. 

Die Methode der Berechnung der gebundenen CO, im Harn wird 
kritisch dargelegt und der Einflu$8 der Harnkonzentration auf die 
Léslichkeit der CO, und ihre scheinbare Dissoziationskonstante dis- 
kutiert. 








SH F. Mainzer u. A. Joffe: 


Es wird ein Weg zur Aufstellung vollkonimener Bilanzen der 
Anionen und Kationen im Harn gezeigt. Dazu dient die Berechnung 
der Verteilung der Phosphorsaure auf primares und sekundires Phosphat 
mittels ihrer zweiten Dissoziationskonstante und die Bestimmung der 
an organische Siuren gebundenen basischen Aquivalente nach einer 
mitgeteilten Methode 

Vorlaufige Bilanzversuche rechtfertigen die Vermutung, dab im 
Harn unbekannte (organische) Basen in nicht unbetrachtlicher Menge 
vorkommen kénnen. 


[Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und des Ausschusses zur Pflege der wissenschaft- 
lichen Arbeit am Stidtischen Krankenhaus Altona (Elbe) ausgefiihrt.] 
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(ber das Komplement der Amylasen. VII’. 
Von 
Jonas Bondi. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin ?.) 


(Eingegangen am 5, September 1928.) 


In der sechsten Mitteilung konnte der experimentelle Beweis 
erbracht werden, dab bei Anwendung der aus der gehairteten Pankreas 
driise abgetrennten Amylase mit pepsinverdautem Ejieralbumin sowi 
mit pepsinverdautem Casein eine Komplementwirkung zu erzielen ist 
doch zeigte sich bei weitem nicht der Wirkungsgrad des Hefe 
komplements. Die Komplementwirkung erreichte auch nicht dir 
GréBe des Ausschlags der friiher benutzten kiuflichen Pankreatin 
priaparate. Diese Tatsache lie} die Vermutung auftauchen, daB das 
Pankreatin (Leitz) durch seine tryptische Wirkung das pepsinverdaut: 
EiweiB in einen Zustand versetzt, der fiir die Aktivierung der Starke 
verzuckerung von entscheidender Bedeutung sei. Meine Versuche 
wurden daher auf EiweiBarten in trypsinverdautem Zustand ausgedehnt 

Das Trypsin wurde aus gehartetem Schweinepankreas (50 g 
nach Abtrennung der Lipase nach der Methode von W illstdtter® mittels 
elektroosmotisch gereinigtem Kaolin adsorbiert und das Adsorbat 
mit 2!/, basischem Ammoniumphosphat eluiert. Das Trypsineluat 
zeigte nur noch geringfiigigen Gehalt von Amylase (Versuch 1). 

Die zur Aktivierung des Trypsins nétige Enterokinase gewann 
ich nach Waldschmidt-Leitz*. Aus 60m Schweinedarm wurden 100 ¢ 
getrocknete Darmschleimhaut erhalten. Der Fermentauszug wurc« 
nach Willstdtter®, die Trennung von Erepsin nach Waldschmidt-Leitz' 


1 VI. Mitteilung: Hans Pringsheim, Jonas Bondi und Eduard Thilo 
diese Zeitschr. 197, 143, 1928. 

2 Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft spreche ich fin 
die Bereitstellung von Mitteln meinen verbindlichsten Dank aus. Pringsheim 

8 R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 
132, 150, 1923; 142. 217, 1924; 161, 199, 1926. 

4 E. Waldschmidt-Leitz, ebendaselbst 1382, 181, 1923. 

5 R. Willstdtter und H. Persiel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 142, 248, 1925 

® EF. Waldschmidt-Leitz und G. Kiinstner, ebendaselbst 171, 290, und 


zwar 299, 1927. 
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vorgenommen. Aus jeweils 3g Trockenferment konnten 60 ccm 
erepsinfreie _Kinaselésung erhalten werden. Die Messung des Trypsins 
veschah nach der verbesserten Methode von Willstdtter' mit Casein 
Versuch IT). 

Die Verdauung mit Pepsin erfolgte unter den gleichen Bedingungen 
wie in der sechsten Mitteilung (l.c.). Die direkte Trypsinverdauung 
ler EiweiBstoffe ebenso wie die der bereits pepsinverdauten Eiweib- 
stoffe erfolgte im alkalischen Gebiet bei py = 8.6, wozu die Einstellung 
ler Wasserstoffionenkonzentration bzw. die Umstellung von py 2 
uf pa = 8.6 mit einem Gemisch von n-Ammoniak und n-Ammonium- 
hlorid vorgenommen wurde, um damit zugleich die giinstigsten Be 
lingungen fiir die Aktivierung mit Enterokinase zu erzielen: die 
Wasserstoffionenkonzentration wurde elektrometrisch gemessen 

Um einen Vergleich fiir den Grad der Verdauung zu haben, wurden 
lie EiweiBstoffe in alkoholischer Lésung nach Wéillstdtler?  titriert 
Versuchsreihe [1]). 

Zunichst zeigt sich, dab trypsinverdautes-Eieralbumin und -Casein 
is starke Aktivatoren der Stairkeverzuckerung wirken. Die friihere 
\ngabe, daB der Aktivator durch alkalische Fermentation zerstért 
wird®, kann daher nicht aufrechterhalten werden 

Eine weitere neue Feststellung ist die Abhangigkeit der Kom- 
plementwirkung von der Menge der benutzten Eiweilbstoffe. Wahrend 
bei Anwendung von Amyaaseeluat zur Ejweiblosung im Verhaltnis 
on 5:3 die Wirkung nur gering bleibt (Versuchsreihe IV), zeigte 
sich eine schon betrichtliche Komplementwirksamkeit, wenn das 
Verhaltnis von Amylaseeluat zur Eiweiblésung 3:5 war (Versuchs- 
reihe V). 

Dieser Befund fiihrte auch zu einer Wiederholung der friiheren 
Versuche iiber die Bedeutung von unverdautem Eiwei als Kom- 
plement. Es erwies sich, dab bei Anwendung der fiinffachen Menge 
gegeniiber der sechsten Mitteilung reines Eieralbumin allein, allerdings 
erst nach mehreren Tagen, eine schwache, aber deutlich merkbare 
Komplementwirkung zeigt (Versuchsreihe V1). 

Bei den relativ groben Eiweii}mengen mubte natiirlich der Zucker- 
bestimmung besondere Beachtung geschenkt werden; aus Vorversuchen 
ergab sich. daB die Fallung des Eiweif nach Folin und Wut 
im den Zucker quantitativ bestimmen zu kénnen (Versuchsreihe VII) 


genigt 


1 R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz, Dunaiturria und Kiinstner, 
Zeitsehr. f. physiol. Chem. 161, 206, 1926. 

2 R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz, B. 54, 2988, 1921. 

3 H. Pringsheim und Margot Winter, diese Zeitschr. 177, 406, 1926. 

§ Folin und Wu, Journ. of biol. Chem. 38, 81, 1919. 








90 J. Bondi: 


Dabei war es giinstig, die abgemessene Ferment- bzw. Zuckerlésun, 
vor Zusatz der Natriumwolframatlésung 12 bis 15 Stunden mit etwa. 
Soda stehenzulassen, um dann den Niederschlag besser filtrieren wn 
auswaschen zu kénnen. 

Als Amylasepriaparat kam eine nach W illstdtter' gereinigte Pankrea- 
amylase zur Anwendung, die aus gehartetem Schweinepankreas 1 
dargestellt werden mubte, da nach 3 Monaten auch das undialysiert, 
Amylaseeluat: (vgl. Mitteilung V1) an Wirksamkeit verloren hatt: 
Die geringe Menge Ammoniak im Eluat wurde dieses Mal durch einen 
warmen Luftstrom mittels Féin vertrieben. Dieses Eluat mit Wasse: 
auf das 10- bis 20fache verdiinnt, diente fiir alle Versuche. Die Ab 
wesenheit von Maltase wurde erneut festgestellt (Versuchsreihe VII! 

In den Hauptversuchsreihen (IX und X) zeigte sich, daB pepsin 
verdautes Eieralbumin in gréBerer Menge auch nur geringe Kom 
plementwirkung zeigt: sie wird bei trypsinverdautem starker und 
steigert sich bei Anwendung eines Gemisches von pepsinverdautem 
und trypsinverdautem Eieralbumin (Versuchsreihe IX). Eine fast 
quantitative Starkeverzuckerung konnte erreicht werden, wenn das 
als Komplement benutzte Eieralbumin nach der Pepsinverdauung 
einer weiteren Verdauung mit aktiviertem Trypsin ausgesetzt wurde 
(Versuchsreihe X). Es ist deshalb anzunehmen, das der im Hefe 
komplement enthaltene Aktivator durch die in der autolysierten Hef 
vorhandenen proteolytischen Fermente aus dem Hefeeiweil gebildet 
wird. Danach scheint es nicht mehr ausgeschlossen, die individuelle 
Polypeptidkette oder -ketten aufzufinden, welche die Aktivierung der 
Amylase wahrscheinlich durch bessere Bindung der Amylase an ih 
Substrat, die Starke, vermitteln. 


Versuchsteil. 

Als Substrat diente eine 1°,ige Starkelésung (lésliche Stark 
der Koehlmann A.-G.). Als Pepsin gelangte ein Praparat von Kahlbaun 
zur Anwendung. Die Pufferung erfolgte. wo keine besonderen An 
gaben gemacht werden, mit den iiblichen Pufferlésungen nach Sdrensen 
Die Titrationen nach Bertrand wurden auf Maltose berechnet und 
stets mit 5cem vorgenommen. 


Versuchsreihe I. 
Priifung des Trypsinextrakts auf Amylase. 


0,06 com, ‘Trypsinelution geben in 10 Minuten 4,8 mg Maltose, ent- 
sprechend 
K = 0,0011. 


1 R. Wilistdtter, E. Waldschmidt-Leitz und Hesse, Zeitschr. f. phys 
Chem. 126, 143, und zwar 159, 1923. 
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Versuchsreihe 11. 
Bestimmung des Trypsingehalts der Elution. 


Nach der erforderlichen Vorbehandlung mit Enterokinase ergaben 
!cem Trypsineluat : 





kigenverbrauch 
5 ) ®' c 
ra chat y Pores Difterenz Casein Putter Fane 
a und Enzym nines 
| cem 0,2n-KOH 0.6 1.7 1.1 O15 0.95 
cem 0,2n-KOH 0,7 1.85 1.15 0.15 1.00 


leem Eluat enthalt mithin 10 T.-(e) 


A. Trypsinverdautes Eieralbumin (Lésung <A). 


10cem Trypsineluat werden mit 


3 ., gereinigter, erepsinfreier Enterokinaselésung und 
17 ary Wasser 


| Stunde bei 30° aktiviert. Dann wird diese Lésung unter Zugabe von 


20cem Wasser und 2cem n-Ammoniumehlorid + 2cem n-Ammoniak mit 
3¢ Eieralbumin 22 Stunden bei 30° verdaut. Nach der Verdauung werden 
52cem mit 2,6cem n-Salzsiure auf py 6,8 umgestellt. 


B. Trypsinverdautes Casein (Lésung B). 


10cem Trypsineluat mit 
3 ,, gereinigter, erepsinfreier Enterokinaselésung und 
17... Wasser 


| Stunde bei 30° aktiviert. Darauf unter Zugabe von 20 cem Wasser und 


2cem n-Ammoniak + 2 cem n-Ammoniumchlorid mit 3 g Casein 18 Stunden 
bei 30° verdaut. Nach der Verdauung mit 3cem n-Salzséure auf py 6.8 
umgestellt. 


C. Eieralbumin, pepsin- und trypsinverdaut (Lésung C). 


2¢ Eieralbumin, 

30 com Wasser, 

2.4cem n-Salzsaure, 

0.5 g Pepsin 
nach dreitigiger Verdauung bei 37° mit 5,3 cem n-Ammoniak und 1,5 cer 
n-Ammoniumchlorid auf py = 8,6 umgestellt. 

6cem Trypsineluat mit 

2 ,, gereinigter, erepsinfreier Enterokinase und 
12 ,, Wasser 


| Stunde bei 30° aktiviert. Darauf unter Zugabe von 


20 cem pepsinverdautem Eieralbumin, py 8,6 (s. oben), 
2 ,, n-Ammoniak und 
2 ,,. n-Ammoniumchlorid 
22 Stunden bei 30° verdaut. Umstellung mit 1,6cem n-Salzsdiure aut 


Pu = 6,8. 














2 J. Bondi: 
Versuchsreihe III. 
Grad der Verdauung der Eiweibstoffe. 
1. Pepsinverdautes Eieralbumin. 
2. Trypsinverdautes Eieralbumin (Lésung A). 
3. Trypsinverdautes Casein (Lésung B). 
4. Pepsin- + trypsinverdautes Eieralbumin (Lésung C). 
In 50°) Alkohol In 90 °/) Alkohol Zuwachs 
1. com n/10-Kahlauge . 2.85 2.6 0,25 
~~ - 3.1 3.45 0.35 
5. i 3.0 3.35 0.35 
4. 3.9 44 05 
Die Versuche wurden mit lceem Lésung ausgefiiirt. 


Versuchsreihe IV. 





Verdaute Eiweibstoffe als Komplement. 
D. 25ceem Starkelésung, 
10 Phosphatpuffer px 6,8, 
1 .. 0,2 n-Kochsalzlésung. 
5 Amylaseeluat (mit Wasser im Verhaltnis 1; 20 verdiinnt 
(Lésung D). 
1. 4leem D 2. 4lcem D 3. 41 cem D 4. 4lcem D 
3 Wasser ee 3 B Sn Cc 
Zeit mg Cu Maltose 
Stdn 1 2 3. 4. 1. 2 3 4 
24 24,2 24.6 24.6 24.2 73 74 74 73 
458 25.4 26.2 26.9 26.6 76.6 79 81 gt) 
40) 6.1 27.7 27.2 26.9 78 83 &2 8! 
Versuchsreihe V. 
Verdaute Eiwei®stoffe in gréBerer Menge als Komplement 


E. 25cem Starkelésung, 





10 Phosphatpuffer py 6.8, 
| .. 0,2 n-Kochsalzlésung, 
3 Amylaseeluat (1:20 verdiinnt) (Lésung F). 
1. 39cem E 2. 39cem E 3. 39eem E 4. 39cem EF 
sn Wasser > an A a oe B mus ( 
Zeit mg Cu Maltose 
Stdn. 1 2 3 4 1. 2 3 4. 
6 21,3 22.3 26.6 26.6 64 67 65 65 
24 22.6 23.9 23,9 23,6 68 72 72 71 
48 25.1 27 28.9 26.9 75.6 S1 86.6 Ss] 
96 25.8 29.3 29.6 28.5 77.6 88 89 Sb 








Komplement der Amylasen. VII. 93 


Versuchsreihe V1 


nverdautes Eieralbumin in gréBerer Menge als Komplement. 


a) 25cem Starkelésung, b) 2¢ Eieralbumin. 
10 ,, Phosphatpuffer py 6,8, 40 cem Wasser. 


1 ., 0,2 n-Kochsa!zlésung, 


» Amylaseeluat (1: 20). 





= 1. 4] com a) 2. 4lcem a) 
5 ,, Wasser S. ww 
mg Cu ‘ Maltose 
Zeit 
1 a 1 2 
24h 21.0 21.6 66 67.7 
6 Tage 24,2 24.8 76 78 
11 Tage 24.2 25,1 76 79 


Versuchsreihe VII. 


Bestimmung der Maltose bei gleichzeitiger EnteiweiBung. 


nt 1. 6g Eieralbumin, in 90 cem Wasser und 7,2 cem n-Salzséure geldst 
(px = 2), mit 1,5 g¢ Pepsin 3 Tage bei 37° verdaut, dann mit 15,6 cem 
n/2-Natronlauge auf py 6,8 umgestellt. 


2. 2g Ejieralbumin in 40 ccm Wasser. 
— 3. Trypsinverdautes Eicralbumin (Lésung A s. 0.) 

4. Trypsinverdautes Casein (Lésung B s. o.). 

EnteiweiBung nach Folin und Wu mit 6cem 10°,igem Natrium- 
, wolframat. 
) Zu je 3cem Maltoselésung, entsprechend 25mg Maltose, wurden 
j5eem Eiwei®Blésung hinzugegeben und nach der EnteiweiBung gefunden: 

1. 25,1 mg Maltose, 3. 25 mg Maltose, 


eS * a * 4. 25,15 


Versuchsreihe VIIT. 
Maltosepritifung der Pankreasamylase. 


5cem Maltoselésung, entsprechend 25mg Maltose, 2cem Puffer 





. DH 5 und 5cem Pankreatinextrakt. 
» . 
Zeit Cu Maltose 
— Stdn mg mg 
‘. 0 27.6 25 
7. 24 27.6 25 
| 48 27.6 25 
I ' = ‘ 
96 27.6 25 
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Versuchsreihe 1X. 
Versuch mit pepsinverdautem Eieralbumin, trypsinverdaute: 
Eieralbumin im Vergleich zu einem Gemisch von pepsin- un‘ 
trypsinverdautem Ejieralbumin. 


25 Starkelésung, 








a) 25 ccm 
10 Phosphatpuffer py = 6,8, 
1 ,, 0,2 n-Kochsalzlésung, 
5 Amylaseeluat (1: 10). 
b) Pepsinverdautes Eieralbumin (s. Versuchsreihe VII, 1.). 
c) Trypsinverdautes Eieralbumin (Lésung A s. o.). 
1. 4l ecm a) 2. 4l cem a) 3. 41 cem a) 4. 41 cem a 
5 ,, Wasser 5 b) 5 c) 2.5 | 
2,5 ( 
Zeit mg Cu ®/, Maltose 
Stdn 1 2. 3. 4 1 2 3 4 
l 18.4 18.4 19 19 57.6 57,6 59 59 
6 20,7 22,2 21,6 21,6 65 69.4 67,7 67,7 
24 23.2 24,2 24.8 24.5 73 76 78 77 
48 24,2 25.4 26.7 27,3 76 80 83,7 86 
Versuchsreihe X. 
Vorstehender Versuch im Vergleich mit pepsin- trypsin 


verdautem Eieralbumin. 


a) 25cem Stiarkelésung, 
10 Phosphatpuffer py = 6,8, 
1 ., 0,2 n-Kochsalzlésung, 
3 Amylaseeluat (1: 20). 
b) und ¢) wie Versuchsreihe IX. 
d) Pepsin- + trypsinverdautes Eieralbumin (Lésung C s. o.). 


Da in Lésung d) die Konzentration des Eiwei®stoffes geringer ist als 
in den anderen Lésungen, muBte davon die doppelte Menge genomme: 





werden. 
1. 39cem a) 2. 39cem a) 3. 39ccem a) 4. 39 ccm a) 
10 ., Wasser 5 b) 5 c) 2.5 .. b) 
5 ., Wasser 5 Wasser ~~ » ©& 
7) >» Wasser 
5. 39 ccm a) 
a 
Zeit mg Cu o Maltose 
Stdn. 1. 2 3. 4. 5. 1. 2. 3 4 5 
i 
1 | 188 19,7 | 19,7 | 204 | 204 63 66 66 68 68 
6 19,4 19,7 20.4 20 21.6 65 66 68 67 72 
24 22,2 22,9 | 24,2 | 24,2 | 28 74 77 SI ra | 94 
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Uber die Konzentration des Fermenteisens in der Zelle. 
Von 
Otto Warburg und Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 5. September 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
Da der Hemmung der Atmung durch Kohlenoxyd die Reaktion 
Fe + CO 7eCO 
zugrunde liegt, so kénnte man die Konzentration des Fermenteisens 


in der Zelle berechnen, wenn man das Kohlenoxyd. das in dieser 
Reaktion verschwindet, messen kénnte. 


Dreiwegehahn F 


Mr 




















Abb. 1. 


Als Versuchsmaterial diente Bickerhefe. Sie wurde dreimal auf der 
Zentrifuge in m/20 KH,PO,-Lésung gewaschen und dann in 
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m/20 KH,PO,-Lésung suspendiert, der 1 Gew.-% Athylalkol 
zugesetzt war. 

Um die Kohlenoxydaufnahme zu messen, benutzten wir cin 
Differentialmanometer, dessen Konstruktion die Abb. 1 und 2 erliutern 
Die Sperrfliissigkeit war Brodiesche Lisung. Der Querschnitt cer 
Manometerkapillare war 1 qmm. Das Volumen der beiden Trége I und [| 
wurde durch Glasperlen gleich gemacht und betrug etwa 32 ccm 
Die GefaBkonstante Kgg war 3,3 qmm. 


Versuchsanordnung. 


In den Hauptraum der Trége I und II wurden 10 ccm Hef 
suspension eingefiillt, die je 5g Hefe (Frischgewicht) enthielten; in der 
Einsatz 0,5 cem 5°,iger Kalilauge. Uber der Kalilauge befand sich 
in einem besonderen Schalchen ein Stiick gelber Phosphor. Der Gas 
raum des Troges I wurde mit Stickstoff gefillt, der Gasraum es 
Troges II mit einem Gemisch von 5 Vol.-°,, Kohlenoxyd und 95 Vol 
Stickstoff. Die Kalilauge diente zur Absorption von Garungskohlen. 
siure (Selbstgirung), der Phosphor zur Entfernung von Sauerstoff 
spuren. 

Das Manometer wurde in einem auf 20° einstehenden Wasser 
thermostaten zunachst 4 Stunden geschiittelt, bis keine Druckanderungen 
mehr nachweisbar waren. Der Dreiwegehahn F stand wahrend dieser 
Zeit so, dab er die Trége I und II trennte. Die Hahne C und D blieben 
wihrend des ganzen Versuchs geschlossen, die Hahne A und B ware: 
in der Ausgleichszeit gedéffnet, verbanden also die Trége I und II mit 
der Manometerkapillare. 

War der Ausgleich erreicht, so wurden die Hahne A und B ge 
schlossen, der Hahn £ geéffnet und von £ aus durch beide Kapillaren 
reines Kohlenoxyd geleitet, das durch die Schwianze der Hahne 4 
und B in das Thermostatenwasser strémte. Die Sperrfliissigkeit ces 
Manometers wurde dabei mehrfach durch die Schraube S gehoben 
und gesenkt und schlieBlich so tief wie méglich gestellt. Der Kohlen 
oxydstrom wurde abgestellt, der Hahn £ gegen auben geschlossen 
und so gestellt, daS er beide Manometerschenkel verband. Dann 
wurden die Hihne A und B gegen die Kapillaren bei vollstandig ruhig 
stehendem Manometer geéffnet und die Sperrfliissigkeit schneil un 
etwa 235 mm mit Hilfe der Schraube S in die Héhe geschoben, wolx 
in jeden Trog die gleiche Kohlenoxydmenge — etwa 235 cmm 
eingedriickt wurde. Der Kohlenoxyddruck in beiden Trégen stieg 
dabei um etwa '/,9, Atmosphiare. Sofort nach dem Eindriicken ce 
Kohlenoxyds wurden die beiden Trége wieder durch Umstellen de> 
Hahnes £ getrennt, wihrend die Hahne A und B offen blieben. | 
diesem Zustande wurde das Manometer 20 Minuten lang geschiitte!t 
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Die Stellung der Sperrfliissigkeit in den Kapillaren wurde dabei mit 
einem Kathetometer-Doppelmikroskop beobachtet, mit dem Druck- 
inderungen von 0,05 mm abgelesen werden konnten. 


Da die Zunahme des Kohlenoxyddruckes in beiden Trégen die gleiche 
war, 80 kompensierten sich die von der Léslichkeit des Kohlenoxyds 
herrihrenden Druckanderungen. Dagegen war die von der Reaktion 


Fe — CO = FeCO 


herrihrende Druckanderung nicht kompensiert, da in Trog II schon 
vor dem Eindriicken Kohlenoxyd war, das Fermenteisen in Trog II 
also schon vor dem Eindriicken des Kohlenoxyds mit Kohlenoxyd 
gesattigt war. 


In keinem Versuch trat eine Druckinderung auf, auch nicht, wenn 
durch mehrmaliges Eindriicken der Kohlenoxydpartialdruck in Trog I 
bis auf 0,05 Atmospharen gesteigert wurde. Unter Beriicksichtigung 
der MeBgenauigkeit von 0,05mm geht daraus hervor, daB 5ccm 
Zellen (= 1g Trockensubstanz) weniger als 


0,05 « 3,3 = 0,16 cmm 


Kohlenoxyd chemisch binden. Da 1 mg Eisen 400 cmm Kohlenoxyd 
iquivalent ist, so enthailt 1g Zelltrockensubstanz weniger als 
4.10-7 g Atmungsferment-Eisen. 


Kontrollen. 


Es war daran zu denken, daB das Atmungsferment durch den 
langdauernden Ausschlu8 von Sauerstoff geschidigt und nicht mehr 
imstande war, mit Kohlenoxyd zu reagieren. Es wurde deshalb eine 
Hefesuspension unter gleichen Bedingungen ohne Sauerstoff 90 Stunden 
lang bei 20° geschiittelt, dann herausgenommen und ihr Stoffwechsel 
gemessen. Wir fanden 


_— > Girung anaerob -- 
Qo, = — 66, COs + 177, 


also normale Stoffwechselquotienten. 


Es war ferner daran zu denken, daB der niedrige Kohlen- 
oxydpartialdruck in Trog I nicht ausreichte, um das Atmungsferment 
mit Kohlenoxyd zu sattigen. Es wurde deshalb die Atmung in einem 
Gemisch von 4 Vol.-°, Kohlenoxyd 0,67 Vol.-°, Sauerstoff und 
95,3 Vol.-°., Stickstoff gemessen. Wir fanden eine Atmungshemmung 
von 49 °,, eine Hemmung, wie man sie fiir das Verhaltnis pog/po, = 6 
auch bei hohen Kohlenoxyddrucken findet. Bedenkt man noch, daf 
bei den Messungen der Fermentkonzentration der Sauerstoffdruck 
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Null, also peg 'Po, co war, 8o ist anzunehmen, da bei den in Trog | 
erzeugten Kohlenoxyddrucken das gesamte Fermenteisen in die Carbony’.- 
verbindung umgewandelt worden war. 


Ergebnis. 
1 g Backerhefe (Trockensubstanz) enthielt weniger als 4. 10~7 y 
Atmungsferment- Eisen. 
Da Bickerhefe pro Gramm Trockensubstanz rund 1074 g Eise: 
enthalt, so liegt weniger als '/,;. des Eisens als Atmungsferment 


Eisen vor. 











isen Uber die Trennung der Fermente des Gerstenmalzes. 
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III. Mitteilung!?: 
Amylase und Maltase. 


Von 
Hans Pringsheim und Eduard Thilo. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. September 1928.) 


In der ersten Mitteilung* gaben wir einen Weg an, die Trennung 
der in manchen Malzsorten vorhandenen Maltase von der Amylase 
durch ein Wechselspiel von Adsorption und Elution in alkoholischen 
Lisungen mit Kaolin bzw. Phosphatpuffer von pq = 8 zu erreichen 
und zu einer maltasefreien Amyldse zu gelangen. 

Um eine Anderung in die Milieuverhaltnisse zu bringen und neue 
Bedingungen fiir die Trennung der Gerstenfermente zu schaffen, er 
setzten wir die Extraktion des Malzes mit Wasser durch die mit Glycerin 
und lieBen das Malz mit diesem haufig verwandten Fermentlésungs 
mittel, und zwar mit 87°,,igem Glycerin, 3 Tage stehen. Der durch 
Dialyse von Glycerin befreite Extrakt enthielt eine hochaktive Amylase 
deren Wirksamkeit wir gegeniiber Starke priiften und maBen (Versuch 1) 

Dieser Glycerinextrakt des Malzes, der wieder von den Byk- 
Guldenwerken A.-G. stammte und erfahrungsgemiS maltatisches 
' Ferment enthalt, erwies sich frei von Maltase (Versuch 2). Wir ge 
wannen sie jedoch im wiasserigen Extrakt (Versuch 3) und _ stellten 
nun die Frage zur Beantwortung, ob die Maltase wahrend der Be- 
handlung des Malzes mit Glycerin vernichtet worden sei oder eine 
Trennung der beiden Fermente auf dem einfachen Wege der Behandlung 
des pflanzlichen Ausgangsstoffes mit Glycerin in Erwagung gezogen 
werden kénnte. In der Tat fanden wir bei mehrfachen Versuchen 
Beispiel 4) die Maltase im wiisserigen Auszug des Malzes, das vorher 
zur Gewinnung der Amylase mit Glycerin behandelt worden war 


ee eee en 





ee en ee 


1 II. Mitteilung, diese Zeitschr. 172, 411, 1926. 
2 Ebendaselbst 164, 117, 1925. 
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Die Befreiung der Malzamylase von der Malzmaltase li8t sich also 
allein durch 87°,,iges Glycerin erreichen. Bisher ist unseres Wissens 
eine so einfache Auseinanderlegungsmethode zweier, noch dazu naly 
verwandter Fermente der Carbohydrasenreihe nicht beschrieben worden 
Aber sie ist auch nicht allgemeiner Natur. Denn gleichgerichtete Ver. 
suche des Herrn Dr. @. Otto fiihrten zu dem Ergebnis, daB sich weder 
die Cellobiase von der Cellulase! (Lichenase) noch die Mannobiase von 
der Mannanase! so trennen laBt. Ebenso gelingt es, die Amylase von 
der Maltase durch Extraktion mit Glykol zu befreien. Es zeigt sich 
in diesem Falle aber, da die Maltase durch Behandlung mit Glykol 
stark geschwicht wird (Versuch 5). 

Zur Feststellung, ob die Amylase des Gerstenmalzes sich voll. 
stindig mit Glycerin extrahieren lat, priiften wir den wasserigen 
Auszug nach vorheriger zweimaliger Extraktion des Malzes mit Glycerin 
auf Amylase, konstatierten aber, daB die Amylase in ihm noch nach. 
weisbar war (Versuch 6). Man kann durch Glycerin- oder Glykol- 
extraktion also zur maltasefreien Amylase, aber noch nicht zur amy- 
lasefreien Maltase gelangen. 





Belege. 


1. 50g fein gemahlenes Malz wurden mit 400g 87°%igem Glycerin 
iibergossen und damit 3 Tage bei Zimmertemperatur unter gelegentlichem 
Umschiitteln stehengelassen. Dann wurde zentrifugiert, der abgegossern 
und durch Koliertuch filtrierte Extrakt mit 600ccm Wasser verdiinnt, 
nochmals filtriert und das Wasser im Vakuum bei 14mm médglichst stark 
abgedampft. Es bleiben 300cem zuriick. 50g der Lésung dialysierte: 
wir im rotierenden Dialysierapparat von Gutbier 6 Tage lang gegen destilliertes 
Wasser, wobei sie sich auf 100 ccm verdiinnten. 

l cem dieser Fermentlésung geben in 10 Minuten bei der Bestimmung 
des Amylasewertes entsprechend den Angaben von Wéilistdtter® 17,4 mg 
Maltose, woraus sich k = 0,0042 berechnet. Da leem der Lésung auf 
0,06g¢ Malz kommen, waren aus lg Malz 0,067 Am.-E. gewonnen : 
worden. ‘ 

2. Ansatz: 15cem 1 %iger Maltoselésung, 5ccm Citratpuffer py = 5, 
5ecem Fermentlésung. Titration immer mit 5 ccm. 


Nach OStunden........ . 29,3mg Cu 
i ae ” 29,5 ,, Cu 

». ee 29,3 ,, Cu 
96 30,5 ,, Cu 


” 
Maltose wurde also von dem Glycerinextrakt nicht gespalten. 

3. 65g Malz wurden 3 Tage lang mit 200ccm Wasser in Gegenwart 
von Toluol ausgezogen. Dann wurde abgegossen, zentrifugiert und filtriert 
Die klare, dunkelbraune Lésung gab starke Eigenreduktion, die dur 
8 Tage lange Dialyse fast vollsténdig zum Verschwinden gebracht wurii 


1 Vgl. die I. Mitteilung. 
2 R. Wilistdtter, E. Waldschmidt-Leuz und Hesse, Zeitschr. f. physi 
Chem. 126, 143, und zwar 155, 1923. Bs 
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Ansatz wie 2. 





Stunden Cu 
mg 
0 29 3 
24 36.9 
72 47,1 
96 49.6 
120 
249 


Kontrolle ohne 
Ferment bei Py 5 
Cu 


meg 


99 3 
205 
YS 
YS 8 
29.3 


Im wasserigen Malzextrakt war also stark aktive Maltase vorhanden. 


4. Der mit Glycerin extrahierte und in der hydraulischen Presse bei 
200 Atm. von Glycerin befreite Malzriickstand von 1. wurde 3 Tage mit 
200 com Wasser ausgezogen und bis zum Verschwinden der Eigenreduktion 


lialysiert ° 
Ansatz wie vorher. 





Stunden Ce 
mg 
0 29.3 
24 30.5 
72 35.0 
9 35.0 


Spaltung 
6.6 
11,8 
323 
$2.3 


Der Glycerinextraktionsriickstanc, enthielt also aktive Maltase. Eine 
genaue Messung der Maltaseanteile haben wir noch nicht vorgenommen’, 
da die Verluste bei der Dialyse sehr schwankend waren. 


5. 20 ¢ Malz wurden genau wie bei 1. 


160 ¢ 87°%igen technischen 


Glykols behandelt. Nach einer 3 Tage langen Dialyse gegen Wasser in 
einer Fischblase bis zum fast vélligen Verschwinden der Eigenreduktion 


wurde auf Maltase gepriift. Ansatz a. 


Der mit Glyko!l extrahierte Malzriickstand wurde hydraulisch geprebt 
und dann mit 80g Wasser 3 Tage unter Zusatz von Toluol stehengelassen. 
Nach der Dialyse bis zum Verschwinden der Reduktion erfolgte die Priifung 


auf Maltase. Ansatz b. 
Mengenverhaltnis wie oben. 





Ansatz a 
Stunden Cu Spaltung 
mg "lo 
24 30.5 12 
72 30.5 12 
96 39.5 12 


Ansatz b 
Cu Spaltung 
mg 
80.5 12 
31,5 Is 
31,8 1S 


Die Priifung auf Amylase in gleichen Ansatzen ergab, da®8 der Glykol 
auszug nach 24 Stunden 65°, spaltet, 
gleichen Zeit nur 45%. 


wisserige Auszug in der 
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Mengenverhaltnisse wie oben 


Prifung mit 5ccom Glykolauszug 





: Trennung der Fermente usw. III. 





Titration mit 10 ccm Lésung 


Cu Spaltung 
Stunden =e ” 
24 44.5 65 


6. 


Priifung auf Amylase im wasserigen Auszug 
tionsriickstandes : 


25ecem 1 “igs 


Prufung mit 5ccom Wasserauszug 
Titration mit 10 com Lésung 


Cu Spaltuny 
Stunden me e 
24 31,0 45 


des Glycerinextrak- 


» Starkelésung, 


10 ,, Puffer, pq = 6,8, 
1 ., 0,2 n-Kochsalzlésung, 
5 ,, Auszug. 


Titration mit 10cem Lésung. 





Cu Spaltung 
Stunden 0 
mg 
24 19,1 27,7 


Bei den Versuchen hat Herr Dr. 
gewirkt. 


Wir danken der Notgemeinschaft « 
materielle Hilfe. 


Bondi in dankenswerter Weise mit 


ler Deutschen Wissenschaft fiir ih: 
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Zur allgemeinen Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. 


I. Mitteilung: 
Versuche mit Farbstoffsolen und Eiwei8kérpern. 


Von 
Wolfgang Pauli und Ernst Weiss. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 25. September 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB auf dem weiten Gebiet 
der Kolloid-Kolloidreaktionen, namentlich sofern es sich um die wegen 
ihrer tiefen biologischen Bedeutung und ihrer praktischen Anwendungs- 
méglichkeit besonders wichtigen Kolloidreaktionen mit EiweiBkérpern 
und um die Schutzkolloidwirkurgen handelt, keine Klarheit iiber die 
theoretische Auffassung, vielfach selbst nicht einmal eine Einigkeit 
iiber die Bedingungen fiir Was Eintreten oder Ausbleiben gewisser 
Grundreaktionen besteht. 

Gegen den gréBten Teil des iiber diese Type von Kolloid-Kolloid- 
reaktionen vorliegenden Beobachtungsmaterials konnte jedoch immer 
der Einwand erhoben werden, und zwar sowohl beziiglich der lyophoben 
Kolloide, insbesondere des meist verwendeten Formolgoldes, als auch 
der EiweiBkérper, daB sie vor allem in bezug auf Elektrolytbeimengungen 
ungeniigend gereinigt seien, und deshalb wurde immer wieder von 
Pauli die Forderung aufgestellt, zunichst alle Grundversuche mit 
hochgereinigten Kolloiden auszufiihren. In der Tat hatte er schon 
auf Grund von Alteren Beobachtungen (Pauli und Flecker') an dialy- 
sierten Goldsolen und Eiweibkérpern, die in neuerer Zeit von .V.S piegel- 
Adolf? bestatigt und fortgefiihrt wurden, den Standpunkt vertreten 
daB eine primdre Schutzwirkung reiner EiweiBkirper gar nicht besteht, 
da bei Verwendung reinster Kolloide regelmabig wechselseitige Kolloid- 
flockung eintritt. Diese Beobachtungen haben jedoch keine weitere 


1 Pauli-Flecker, diese Zeitschr. 41, 461, 1912. 
* M. Spiegel-Adolf, ebendaselbst 180, 395, 1927. 
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Wiirdigung oder eine ganz unzutreffende Deutung als Saureeffe}: 
auf das Eiweif (2. Joel') gefunden. 

Um nun fiir die Klarung der offen gebliebenen Fragen, vor alle: 
der nach dem Mechanismus dieser Kolloid-Kolloidreaktionen, en: 
scheidende Ergebnisse zu gewinnen, erschien es ratsam, auf dem We, 
der Verwendung allerreinster und genau definierter Kolloide fort 
zuschreiten. In dieser Hinsicht kann man mit Hilfe der Elektrodialys 
(ED) der einzelnen Eiweibkérper in bezug auf die Elektrolytfreihei: 
wie in zahlreichen Arbeiten aus dem Institut gezeigt wurde, sehr weit 
gehenden Anspriichen geniigen. Schwieriger ist diese Reinigunyg 
lyophober Kolloide, weil sehr viele derselben bei der ED mit der 
Flockung zugleich eine irreversible Verinderung erfahren, wie div 
Edelmetallkolloide, oder verwickelten, teils hydrolytischen, teils Asso 
ziationsgleichgewichten mit ihren aufladenden Oberflachenkomplexer 
unterliegen, die einer Elektrolytfreiheit des reinen Sols entgegenstehen 
Es braucht diesbeziiglich nur auf die im Institut im Laufe der Jahr 
physikalisch-chemisch naher untersuchten positiven Metalloxyd- oder 
die negativen Sulfidsole, aber auch auf organische Lyophobe, wie dix 
Mastixsole, hingewiesen werden. 

Wohl erwies sich nach den Arbeiten von Pauli-Valké* die Kiese! 
siure als ein durch ED ideal zu reinigendes und dann einer recht voll 
kommenen physikalisch-chemischen Analyse zugiangliches, negatives 
Kolloid, aber gerade bei dieser tritt der fiir unsere Zwecke erforderlich: 
lyophobe Charakter sehr stark zuriick. Dagegen lie8 sich fiir die folgenden 
Versuche das Kongorot durch ED zu der blauen kolloiden Kongosul/o 
sdure extrem reinigen, die, wie sich zeigte, fiir unsere Fragen ein auber 
ordentlich giinstiges, physikalisch-chemisch gut charakterisierbares 
Objekt bildet. 


Die gewonnenen Ergebnisse sind in drei Hauptabschnitten dar- 
gestellt, von denen der erste die Eigenschaften und wichtigsten Kriterien 
des blauen Kongosols behandelt, das kiinftig nicht nur dem Kolloid. 
chemiker, sondern auch dem Mediziner und Biologen wegen seiner 
hohen Reinheit, leichten Zuginglichkeit und auBerordentlichen 
Reaktionsempfindlichkeit wertvolle Dienste leisten diirfte. Der zweite 
Hauptabschnitt betrifft dann die Reaktionen der blauen Kongosaur 
mit EiweiBkérpern und anderen Kolloiden. Der dritte Abschnitt fait 
die Ergebnisse von allgemeineren Gesichtspunkten aus unter fe 
sprechung des Reaktionsmechanismus von Kolloid-Kolloidreaktionen 
dieser Art zusammen. 


1 E. Joel, Das kolloide Gold in Biologie und Medizin. Leipzig 1925. 
Daselbst Literatur. 
2 Pauli-Valké, Kolloidzeitschr. 36, 334, 1925; 38, 289, 1926. 
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I. Die reinen Kongofarbstoffsole. 
A. Chemische Konstitution und Farbumschlag des Konqorots. 


Im folgenden geben wir zunichst einen kurzen Uberblick der 
sherigen Beobachtungen und konstitutiven Vorstellungen iiber den 
Mechanismus des Farbumschlags von Kongorot Sichergestellt ist 
lanach die Existenz einer roten und blauen Farbsaéure und des roten 
Farbsalzes. Es ist ferner anzunehmen, daB die den Farbwandel be- 
gleitende konstitutive Verschiebung die Sulfogruppe unberiihrt lat 
Fir die am Kongorubin entwickelte Vorstellung Wo. Ostwalds, dab 
lie Anderung des Dispersitatsgrades die primare Bedingung oder Grund- 
lage des Farbwechsels darstellt. liegt beim Kongorot bisher keinerlei 
zwingender Beweis vor. Wir haben unsere Ergebnisse von der Ent- 
scheidung der bis jetzt offen gebliebenen konstitutiven Fragen weit- 
gehend unabhangig gehalten. 


Kongorot ist das Na-Salz der Benzidin-diazonaphthylamin-sulfosaure : 
NH, NH, 


SO,Na SO,Na 


Das Molekulargewicht betragt 696,36 bzw. fiir die Saure 652,38. Die wasserige 
Lésung des Salzes ist rot, mit Saure schlazt die Farbe nach Blau um. Es 
xistieren zwei isomere Saéuren, eine blaue und eine rote, die sich nach 
1. Hantzsch' durch intramolekulare Bindungen unterscheiden: 


NH, NH, 
N—NH— NH-N 
O Oo 

SO, Blaue Saure. So, 

NH, NH, 
N=—N— N=N 
O Oo 

SO, Rote Saure. So, 


A. Hantzach stellte die feste rote Saure iiber das Pyridinsalz her. @. Schultz* 


glaubte, daB die aus der roten Na-Salzlésung durch Zusatz von Sauren 
entstehende blaue Form die freie Sulfosdure sei. Dagegen halt St. Schi- 


1 A. Hantzsch, Ber. 48, 158, 1915. 
2 @. Schulz, Chemie des Steinkohlenteers, 2. Aufl., 2, 303, 1887 bis 1890. 
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mansky* die blaue Form fiir eine lockere additionelle Saureverbindw 

der Amidogruppe auf Grund folgender Beobachtung: Wascht man 

mit Salzsiure blau gefalltes Kongorot mit Wasser, so farbt sich das a 

fanglich farblose Filtrat rosa, der Niederschlag auf dem Filter farbt si, 

braunrot und lést sich in Wasser mit braunroter Farbe. Der Anschauung 
Schimanskys pflichtet Julius Wagner® bei, waihrend F. Glaser® ihr wide: 
spricht, da beim Waschen des blauen Niederschlags im Platintiegel kein, 
Rotfarbung auftritt, diese also auf einer Alkaliabgabe des Glases beru)); 
Die blaue Farbstoffsiure soll nach seinen Angaben iiberhaupt kein H< 

enthalten. JL. Michaelis und P. Rona* glauben, den Farbumschlag a\< 
Vorstufe der Ausflockung erkliren zu kénnen, da die violette Farbe, di: 
durch Behandeln einer Kongorotlésung mit verdiinnter Saéure entstand, 
sich durch Zusatz eines neutralen Elektrolyten deutlich nach Rotviolett 
verschob und bei geniigenden Salzmengen nach einiger Zeit Flockung 
eintrat. Wedekind und H. Rheinboldt’ sind der Ansicht, da8 in der wasserigen 
Kongorotlésung entsprechend der Hydrolyse stets eine gréBere oder kleinere 
Menge der roten azoiden freien Kongosaéure vorhanden ist, die durch H-Ionen 
in das blaue unldsliche Isomere umgelagert wird. Sie wollen auf dicse 
Weise die Farbainderung der blauen angeséiuerten Lésung durch Neutral. 
salze, Alkohol und Aceton erklaren, indem durch diese Zusatze die Hydrol ys: 
zuriickgedringt wird. M. Scholtz® findet als ,,einfachste Deutung fiir di 
Verhiltnisse der ,amphoteren‘ Indikatoren (zu denen Kongorot gehért) 
die Annahme, daB die Ionisationsvorginge an der Stickstoffgruppe von 
denen an der Sulfoséiuregruppe ganz unabhangig sind, da®B aber fiir den 
Farbumschlag lediglich die an der Stickstoffgruppe entscheidend sind.‘ 
W.G. Schaposchnikow und Th. Bogojawlenski? finden fiir die wisserigv 
Lésung des Kongorots 4. = 75,7; ,,Zusatz von Neutralsalzen oder alkalisch 
reagierenden Salzen setzt die elektrolytische Dissoziation herab, wobei 


zugleich die Farbe der Lésung gelblicher, beim Erwarmen wieder réter 


wird; anscheinend ist das Kongoion rot, das nicht dissoziierte Molekii! 
gelb.“* Dieselben Autoren haben quantitative Untersuchungen tiber das 
mit Saéuren blau gefallte Kongo angestellt und gefunden, daB dieses der 
Zusammensetzung C3,H,,N,O,5, (der Bruttoformel der Kongosaure) 
entspricht, womit sie die Ansicht von St. Schimansky® iiber die Bildung 
eines salzsauren Salzes widerlegen. Durch Einleiten von Kohlenséure in 
die rote Kongolésung bei 60 bis 70° erhielten sie Kongoblau von der theoreti- 
schen Zusammensetzung, kristallisiert in mikroskopischen blauen Nadeln, 
die in Wasser und Alkohol unléslich waren; sehr feine Kristallchen sind 
fahig, Suspensionen zu bilden. ,,Die rote Form entspricht dem azoiden, 
die blaue dem chinoiden Zustande. Labilitaét der Form und deren leichite 


1 St. Schimansky, Mitt. d. Technol. Gewerbemus. Wien, neue Folge, 
10, 40, 1900; C. 71, I, 423, 1900. 

2 J. Wagner, Zeitschr. f. anorg. Chem. 27, 144, 1901. 

3 F. Glaser, Zeitschr. f. anal. Chem. 41, 39, 1902. 

4 L. Michaelis und P. Rona, Zeitschr. f. Elektrochem. 14, 251, 190s 

5 BE. Wedekind und H. Rheinboldt, Ber. 52, 1019, 1919. 

® M. Scholtz, Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 552, 1904. 

7 W.G. Schaposchnikow und Th. Bogojawlenski, Zeitschr. f. Farben- 
industrie 11, 301 bis 305, 321 bis 323, 337 bis 340, 354 bis 357, 1912; C. 4. 
812, 1913. 

8 St. Schimansky, 1. c. 
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( mwandlungsfahigkeit in eine andere wird durch Gegenwart ,suspensiver 
ndungen‘ und eines beweglichen Wasserstoffs bedingt. Ubergang der 
spensiven Bindungen in Valenzen ist mit Festlegung des beweglichen H 
rbunden, Entstehung der suspensiven Bindungen und Vorhandensein 
der labilen Form wird durch physikalisch-chemische Bedingungen des 
Mediums hervorgerufen.“ 


, 


a 


H. Ley’ ist auf Grund eigehender Untersuchungen iiber den Zusammen- 
hang zwischen Farbe und Konstitution zu dem SchluB gekommen, daG 
man auf Grund einer derartigen (konstitutionschemischen) Betrachtungs- 
weise den Kern der Sache nicht beriihrt, da das Wesentliche, die Wechsel- 
wirkung zwischen Lichtwellen und dem chemischen Molekiil dabei gar 
nicht diskutiert ist“ (S. 68). Wo. Ostwald* hat, zuerst hauptsachlich auf 
Grund von Beobachtungen an anorganischen Solen, die Farbe-Dispersitats- 
gradregel aufgestellt: ,,Das Absorptionsmaximum einer kolloiden Lésung 
verschiebt sich mit wachsendem Dispersitaétsgrad nach kiirzeren Wellen- 
langen“, die er dann durch Untersuchungen an Indikatoren® zu stiitzen 
sucht: ,,Die klarste, eingehendste chemische und speziell kenstitutions- 
chemische Theorie ist im giinstigsten Falle ein ordnendes Prinzip, kann 
aber nie eine vollstaéndige Erklirung der Farbvariationen geben.‘‘ Er 
kommt zu dem Ergebnis, daB von etwa 50 Indikatoren etwa vier Fiinftel 
schon in neutraler wasseriger Lésung kolloid sind, saimtliche aber ihren 
Dispersitatsgrad bei der Reaktion sauer-neutral-alkalisch dndern. Kongo- 
rot ist ,,hochkolloid“‘ und wird bei saurer sowohl! wie bei alkalischer Reaktion 
gréber dispers (eine Auffassung, mit der Wm. Harrison* nicht tiberein- 
stimmt, ebenso nicht A. Hantzsch'). 


K. Voigt® halt die Farbe-Dispersitatsgradregel nur fiir giiltig bei Suspen- 
soiden; Zusatz von NaOH zu Kongorot bewirkt Zunahme der Teilchen- 
grébe, die Lésung wird aber gelbstichiger. Es tritt bei Variation der Teilchen- 
gréBe eine Anderung nur in der Intensitaét, nicht aber in der Qualitat der 
Farbe ein, was N. Pihlblad? an anderen Farbstofflésungen mittels der 
Extinktionsmethode bestatigte. Die Versuche von H. R. Kruyt und J. M. 
Kolthoff* stimmen mit den Beobachtungen Wo. Ostwalds nicht immer 
iiberein, was durch Verschiedenheit der Praparate erklirt wird; diese 
Verschiedenheit tibt wohl einen EinfluB auf das ultramikroskopische Bild, 
nicht aber auf den Farbumschlag. Sie kommen zu folgendem Schlub: 
Wenn nun auch der Dispersitétsgrad auf die Farbe einen gewissen Einflub 
austibt, so liegen doch keine triftigen Griinde vor, anzunehmen, da der- 
selbe der bestimmende Faktor fiir die Farbe der Indikatoren ist. Auch der 
Dispersitatsgrad kann eine Funktion der molekularen Konstitution sein.‘ 
H. N. Mac Coy® hat gezeigt, da8 das Eigentiimliche eines Indikators in 


H. Ley, Beziehungen zwischen Farbe und Konstitution bei organi- 
schen Verbindungen. Leipzig 1911. 

2 Wo. Ostwald, Kolloidbeih. 2, 409, 1911. 

3 Derselbe, Kolloidzeitschr. 10, 97 und 132, 1912. 

* Wm. Harrison, ebendaselbst 10, 45, 1912. 

® A. Hantzsch, ebendaselbst 15, 79, 1914. 

6 


K. Voigt, ebendaselbst 15, 84, 1914. 
? N. Pihlblad, Zeitschr. f. phys. Chem. $1, 417, 1912. 
8 H.R. Kruyt und J. M. Kolthoff, Kolloidzeitschr. 21, 22, 1917. 
s ia 


H. N. Mac Coy, Amer. Chem. Journ. 31, 503, 1903; C. 75, LI, 149, 1904. 











108 W. Pauli u. E. Weiss: 


dem bei der Ubergangsfarbe auftretenden Verhaltnis der H- und OH-Ion 
zu sehen ist, das er Empfindlichkeitsquotient nennt. 

Zur Stiitzung seiner Ansicht iiber die dispersoid-chemische Erklarw 
der Farbumschlage bei Indikatoren hat Woe. Ostwald eingehende Unt: 
suchungen am Kongorubin angestellt'. Kongorubin ist das Na-Salz de 
Benzidin-diazo-#-naphthol-sulfo-1-naphthylamin-4-sulfosiure von der Kon- 
stitution: 

NH, 
SO,Na 
N—N _ N—N 


OH 
SO,Na 


Das Molekulargewicht betragt 697,35, das der Séure 653,36. Wo. Ostwald 
kommt zu dem SchluB, ,,daB in dem Sonderfall des Kongorubins jedenfa 
die Variationen des Dispersitaétsgrades die Hauptrolle bei den Farh 
variationen spielen“ (S. 287). H. Liiers? findet, daB Gegenwart gréBere: 
Neutralsalzmengen das Kongorubin gegeniiber H-Ionen aktiviert ; steigen« 
OH-Ionenkonzentration verzégert den Neutralsalzumschlag, da das OH-lIon 
den Dispersitaétsgrad des Farbstoffs erhéht und ihn gegen Fallungsmitte! 
widerstandsfahiger macht. Derselbe Autor zeigt an anderer Stelle’, da 
der Farbumschlag des Kongorubins in Abhangigkeit von der Elektrolyt- 
konzentration ganz so wie der des Goldhydrosols erfolgt. Auch R. Haller* 
konnte die Wo. Ostwaldschen Versuche bestatigen, glaubt aber, daBi zwische: 
den mit Sauren und den mit Elektrolyten hervorgerufenen Umschlagen 
Unterschiede bestehen; vor allem konnte er zeigen, daB das dem Kongo- 
rubin isomere Kongokorinth sich in seinen Reaktionen gréBtenteils anders 
verhalt, was darauf schlieBen laBt, daB die Stellung der Atomgrupy«: 
(Radikale) im Kongorubin doch einen EinfluB auf die Reaktionen des 
Farbstoffs ausiibt. 


B. Das blaue Sol aus Kongorot. 


Darstellung des Sols. Das rote Na-Salz der Kongoséure® wurde 
destilliertem Wasser gelést und in einem Paulischen Elektrodialysicr 
apparat mit Pt Ag-Elektroden bei 220 Volt elektrodialysiert. Die Lésung 
farbte sich nach kurzer Zeit blau und -setzte schlieBlich einen tief dunk 
blauen, voluminésen Niederschlag ab, der deutlich zur Anode wanderte. 
Die iiberstehende, vollkommen wasserklare und farblose Fliissigkeit-- 
schicht wurde abgehebert, durch Wasser von der Leitfahigkeit & 6.10-° 
rez. Ohm ersetzt und der Niederschlag aufgeriihrt, der sich unter de) 
EinfluB des elektrischen Stromes bald wieder vollkommen absetzte, wol» 
die itiberstehende Fliissigkeit die Leitfahigkeit von destilliertem Wasser 
aufwies. Dieses Reinigungsverfahren wurde mehrere Male wiederl: 


\ 
1 Wo. Ostwald, Kolloidbeih. 10, 179, 1919. d 
2 H. Liiers, Kolloidzeitschr. 26, 15, 1920. ei 
3 Derselbe, ebendaselbst 27, 123, 1920. T 
* R. Haller, ebendaselbst 27, 188, 1920. ; 
5 Die Farbstoffe wurden uns in entgegenkommender Weise von cer Ke 


I. G. Farbenindustrie A.-G. zur Verfiigung gestellt. P 
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ilieBlich wurde der Niederschlag herausgenommen und in einem Jenaer 


i rlenmeyerkolben in Wasser von der Leitfahigkeit k 
ést. Die Lésung war tiefblau und auch in diinneren 


6. 10-7 rez. Ohm 
voll- 


mmen undurchsichtig; sie zeigt einen starken, rétlichen Tyndall; im 
reinsten, verschlossenen Kolben ist sie vollkommen 


haltbar 


{ wurde als Stammldsung fiir die nachstehenden Untersuchungen benutzt. 


Es ist unumginglich notwendig, mit der blauen reinen Lésung 
des Kongorots nur in gedimpftem Jenaer Glas zu arbeiten (auch ge- 
dimpftes Palexglas erwies sich als geeignet), da die Léisung in ge- 
wohnlichem Glase (auch in gedimpftem) nach kurzer Zeit in Rot 


umschlagt, eine Erscheinung, die besonders 
deutlich zutage tritt, wenn sich die Lésung 
an einer Stelle durch Verdunsten des Wassers 
stark konzentriert. Ebenso schligt das blaue 
Sol durch Zusatz von Leitungswasser sofort in 
Rot um. Die Stammlésung hatte einen Trocken- 
gehalt von 0,19°,, und eine spezifische Leit- 
fihigkeit k = 3,4.1075 rez. Ohm, abziiglich 
des Wasserwertes. 

Die Ausgangslisung wurde mit de- 
stilliertem Wasser von der Leitfihigkeit 
k= 6.1077 rez. Ohm verdiinnt. Die ver- 
dinnten Lésungen, die stets blau waren und 
auch bei niederster Konzentration und monate- 
langem Stehen (im Jenaer Glas) keinen Um- 
schlag nach Rot zeigten, hatten folgende 
Leitfahigkeiten bei 25°C (Abb. 1): 


Tahe lle I. 





k 
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Leitfahigkeit 10-6) 
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(relative Aquivalent- 
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valentleitfahigkeit mit der Verdiinnung. Trotz 
der niedrigen molekularen Konzentration des Sols zeigt sich noch 
ein gewaltiger Anstieg der Aquivalentleitfahigkeit mit der Verdiinnung. 
Tragt man die Verdiinnungen als Abszisse, die spezifische Leitfihig- 
keit k als Ordinate auf, so ergibt die Verbindung der einzelnen 
Punkte eine Gerade. 


Die 


Abb. 1 


zeigt 


wo 


den Gang 


6.6 oe 


8.48 a) 7 Z r 
+ 





y! erounnung 


der Aqui- Abb. 1 
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Direkte Messungen des py erwiesen sich, trotz zahlreicher Versu 
in Lésungen verschiedener Konzentration, sowohl mit der Wasserstoft 
elektrode als auch mit der Chinhydronelektrode als undurchfiihrb: 
da niemals ein konstantes Potential erreicht werden konnte (py sticg 
fortwaihrend). Die Méglichkeit einer Stérung der Messung durch di: 
gesittigte, als Zwischenfliissigkeit dienende KCl-Lésung konnte ay 
geschlossen werden, da auch bei Verwendung einer n/100 K Cl-Lésung 
welche das Kongoblau nicht zum Flocken bringt, die Wassersto// 
ionenaktivitat nicht bestimmbar war. Es diirfte vielmehr eine stéren: 
Einwirkung auf die Platinelektrode stattfinden. 

Daher konnten nur die neutralisierbaren H-Ionen in den einzelnen 
Léisungen durch Leitfaihigkeitstitration (mit n/1000 NaOH) bestimm 
werden. Um festzustellen, welcher Bruchteil des titrierbaren Wasse: 
stoffes aktiv ist, wurde aus der Leitfahigkeit der aktive H* (ay) unte: 
der Voraussetzung, f= fa berechnet, bei Zugrundelegung einer 
Beweglichkeit » = 50 (25°C) fiir das Kongoion und ug = 350, d. h 
daB einer spezifischen Leitfahigkeit k - 4.107% rez. Ohm (25°C) ein 
ay = 1.167-°n aktive H-lonen entspricht. 


Tabelle II. 





Verdiinnung k.10-5 Ny ay Gy) y 
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56.74% 
57.8 : 
58.55 


_ 


14,1 10-5 
14,8 
15,8 


Stamm- 
1 losung 
(0.19%) 


Lay 
1 oa 
{ 0.66 1.65 

10 | 0,647 1,624 


DS 
Cro 

“J 

~I 


~I& bo 
bo 

© 

to Ot 


\¢ 


~l 


75.63 
76,52 76,66 , 
77,84 

100 
99.75 | 


57 
+8) 


3 
3.7% 
3,7 


~t~! 
bo po bo 
me to 
x 


—_ ee 


100%, 


=" 
S> 
Iw Or 


— 


Es ist also in unserer Stammlésang der Wasserstoff nur zum Tei! 
aktiv ionogen (57,7°,), wahrend bei der zehnfachen Verdiinnung 
bereits der gesamte durch die Leitfahigkeitstitration als dissoziations 
fihig erkennbare Wasserstoff leitfahigkeitsaktiv geworden ist. 

Nach beendigter Leitfihigkeitstitration wurde stets die Beol cle 
achtung gemacht, daB die etwas iibertitrierten Lésungen, die einen Ss 
UberschuB an freier Lauge enthielten, trotzdem ihre blaue Farbe be: 
behalten und selbst nach lingerem Stehen nicht nach Rot umschlage’ H. 


Es ist also anscheinend! das blaue Salz der Kongosiure, wenigstens al- fr 


wa 


1 Es mu8 immerhin noch die Méglichkeit in Betracht gezogen werde: 
daB ionogene Oberflichenmolekiile der roten Kongoséure neben 
iiberwiegenden blauen Neutralteil nicht unterscheidbar sein miiBten. 
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iogener Oberflachenkomplex der Solteilchen, existenzfahig und ein 

wisser, tiber die einfache Neutralisation hinausgehender Uberschu’ 

Lauge notwendig, um die Umlagerung in das rote Salz hervor- 
zurufen. 


Die meisten Siiuren flocken das Kongoblau blau aus; von schwachen 
Siuren wurden Versuche angestellt mit: 


Essigsaure, Benzoesaure, 
Propionsaure, Salizylsaure, 
Citronensaure, Sulfosalizylsaure 
Malonsaure, Oxalsaure. 


Kohlensaure bis zur Sattigung eingeleitet, flockt nicht. Die Ab- 
weichung gegen die einleitend angefiihrten Angaben von Schaposchnikow, 
der durch Einleiten von CO, in Kongorotlésungen Fillungen erhielt, 
diirfte in dessen geanderten Versuchsbedingungen (Salzanwesenheit, 
hoherer Gehalt an rotem Farbstoff) begriindet sein. Der Schwellenwert 
der Saureflockung liegt fiir eine Kongo-Endkonzentration von 0,0063 ° , 
bei 3,75.107*n HCl. Der abfiltrierte blaue Siureniederschlag liBt 
sich auch durch wiederholtes Waschen mit destilliertem H,O (etwa 
zehn- bis zw6lfmal) nicht in Lésung bringen, wird aber von Alkohol 
teilweise mit roter Farbe geldst. 


Von samtlichen geniigend léslichen Elektrolyten wird die blaue 
Kongolésung geflockt. Als Schwellenwerte (die Konzentration der 
Elektrolytlésungen durch gravimetrische +Cl-Bestimmung ermittelt) 
wurden bestimmt: 





KCI BaCh AICI, 
Kongoblau 0,00683% . ..... 2,5.10-%9n 6.10-*n 2,5.10-° na 
’ : Al” Ba _. 
Es verhalt sich also 3° 9: K 1:24: 1000, das wiirde 


der Hardy-Schulzeschen Wertigkeitsregel entsprechen. Nichtflockende 
Salzkonzentrationen bewirken auch in der Hitze keine Flockung 


Die Flocken sind im allgemeinen bei Elektrolyten, die nicht durch 


Hydrolyse basisch reagieren, blau, die iiber dem Niederschlag be- 
findliche Fliissigkeit ist bei quantitativer Fallung stets farblos und 
wasserklar. Doch zeigen Komplexionen mit stark exzentrischer Ladungs- 
verteilung (Polarisierbarkeit), wie Rhodanid, Nitrit, Nitrat, Chlorat, 
auberdem noch Bromid und Jodid, ebenso mehrwertige Anionen die 
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Tendenz, die blaue Lésung violettrot zu fallen'. Dies ergaben iiber: 
stimmende Versuchsreihen? mit 
K-, Na-, NH,-, Zn-, Ca-Rhodanid, 
K-, Na-, Ca-Nitrat, 
Na-Nitrit und -Chlorat, 
Na-Ferro- und -Ferricyanid, 
K-, Na-Bromid und -Jodid. 


K., 
K., 


Nahere Untersuchungen lehrten dann, daB auch die anderen 
Ionenarten Kongoblau rot zu flocken vermégen, wenn man sie 
hoher Konzentration einer niederen Kongokonzentration zusetzt. 

Von gesiattigter KCl-Lésung wird die 40fach verdiinnte Kongo 


blaulésung (0,00475°,,) noch rein blau geflockt, waihrend die 200 fac! 
verdiinnte Lésung (0,00095°,) bereits deutlich rotviolett koaguliert 
Sehr schén kann man den Farbenumschlag beobachten, wenn man 7) 
2cem einer gesittigten KCl-Léisung | bis 2 Tropfen einer zehnfac! 
verdiinnten Kongolésung (0,019°.,) gibt; es entsteht anfanglich ein 
blaue Fallung. die rasch in Violett. schlieBlich in Rot tibergeht und s 
nach mehreren Stunden rot zu Boden setzt. Die Farbe der Flockung 
ist also auch eine Funktion der Konzentration des Kongofarbstoffs 
Die Tendenz zum Ubergang in die rote Form bei der Elektrolytflockung 
wird auBerdem durch Temperatursteigerung begiinstigt, ein Vorgang 
der dann irreversibel ist. Bei vielen Elektrolytfallungen listen sic! 
die Flocken in der Hitze zu einer braunroten Lésung auf; die Far! 
wird wohl beim Abkiihlen etwas dunkler, geht aber niemals, zu: 
Unterschied von reinem Kongoblausol (s. unten), nach Blau zuriick 
und die Lésung bleibt vollkkommen stabil und flockenfrei.  Filtriert 
man die durch Zusatz von Elektrolyten in der Kalte entstandenen 
Flocken ab, so lassen sie sich durch Waschen mit destilliertem Wasser 
im Gegensatz zu der Séureflockung, wieder gréBtenteils zu einer blauen 
Lésung peptisieren. 

Zum Vergleich mit den Reaktionen des blauen Kongosols wuri 
eine rote undialysierte Kongofarblésung durch Auflésen des rote: 
Na-Salzes in destilliertem Wasser bereitet und die Lésung auf 
Konzentration 0,063°,, eingestellt; sie hatte eine spezifische Leit 
fahigkeit k = 4.36 .10-*rez.Ohm. (Ein blaues Sol derselben K: 
zentration hatte k= 14.1075 rez.Ohm.) Fir die zehnfach ve 


‘ ‘ ’ t 
diinnte rote Lisung (0,0063°,) [gleiche Konzentration wie bei cen 
¥v 
1 S. auch Wo. Ostwald, Kolloidbeih. 10, 260, 1919. 
2 Von der Wiedergabe der umfangreichen Tabellen wird hier P 


gesehen. 
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«kungsversuchen mit dem blauen Kongosol] wurden folgende 
schwellenwerte der Elektrolytfallung bestimmt?: 





KCl Ba Cl AICI 


gorot undialysiert hs : 3.107" 2.5.10-*n 2,125. 10-¢ 


Die Werte liegen rund zehnmal héher als beim Kongoblau 

Unser blaues Kongosol wird beim Erhitzen je nach der Kon- 
zentration violett bis rot, die Farbe geht beim Abkiihlen wieder voll 
stiindig in die urspriingliche zuriick, wenn man reinstes, im Vakuum 
destilliertes Wasser verwendet. Eine Mitwirkung von Alkali wurde 
dabei ausgeschlossen, da Versuche im Quarzglas und im Platintiegel 
dasselbe Resultat ergaben. Es findet also in der Hitze eine Umlagerung 
n die rote Kongosdure statt. Um einen bei der Temperaturerhéhung 
vor sich gehenden Zerfall konstatieren zu kénnen, wurde die Leit- 
fahigkeit einer verdiinnten blauen Kongolésung (etwa 0,012 °.,) zwischen 
25 bis 75° (bei einer Temperatursteigerung von 14° pro Minute) von 
1) zu 10° gemessen, d.h. der Temperaturkoeffizient bestimmt, und 
derselbe mit dem einer verdiinnten K Cl-Lésung von derselben Anfangs- 
leitfahigkeit verglichen (Abb.2). Der Temperaturkoeffizient betrug 


on 





Kot MONGOL 








SST 


Abb. 2 


beim Kongoblau anfangs 1.9°., pro Grad und stieg bei 75° auf fast 4°. 
wihrend er beim KCl fast gleich blieb. Die wahrscheinliche Erkliarung 


‘ Vegi. auch O. Teague und B.H. Buxton, Zeitschr. f. phys. Chem. 
60, 473, 1907. 
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diirfte ein Zerfall der Molekiilaggregate des blauen Kongosols in 
Hitze sein. Ein solcher Zerfall kann einerseits durch Abnahme d 
Inaktivierung der H-lonen infolge Riickgangs der Wertigkeit 
Kolloidionen, andererseits durch Vermehrung der dissoziierenden Ob 
fliichenmolekiile wirksam werden 

Dampft man die blaue Kongolésung im Vakuum oder bei |! 
im Quarzglas (oder im Jenaer Glas) zur Trockne ein, so. bleibt « 
blauer, in dickeren Schichten bronzeglinzender Riickstand, der, \ 
A. Hantzsch' meint. ..infolge von Schrumpfung und Ubergang in «i 
kristallinischen Zustand’ in kaltem. destilliertem Wasser vollkomm 
unléslich ist. In heifem, destilliertem Wasser lést er sich. ebenso w 


in Alkohol und Aceton nur wenig. in Lauge dagegen vollkommen n 


roter Farbe. Bei der Elektrodialyse dieser roten alkalischen Losuny 


fallt der Farbstoff wieder quantitativ als blauer Niederschlag aus 
iiberstehende Fliissigkeit ist farblos und wasserklar) und wand 
zur Anode. Der Vorgang des Eintrocknens lait sich auf diesem We 
vollkommen reversibel leiten. 

In Toluol. Benzol und Chloroform ist blaues Kongo ebenso 
rotes vollkommen unléslich. Aceton und Alkohol bewirken in blav 
Kongolésung Umschlag nach rot bzw. violett. was EL. Wedekind w 
HM. Rheinboldt® durch Zuriickdrangung der Hydrolyse erklaren. WV. Heid: 
hain® denkt an eine Salzbildung zwischen der Farbstoffsaure und Alkoly 


Da Kongosaure sich nur in wiisserigem nicht in absolutem Alkohy 


mit roter Farbe lést, nimmt er an, da sie durch H,O ionisiert i 


zur Umsetzung befahigt wird. Kohlensiure vermag die rote alkoholisc! 


Losung nicht nach Blau umzuschlagen (zum Unterschied von «: 


wasserigen roten Lésung), wohl aber Essigsaure 


Filtrierpapier wird von der blauen Kongoldsung rot angefar! 


die Farbe b.eibt beim Trocknen bestehen. Diese Erscheinung 

schon W. A. Schaposchnikow und Th. Bogojawlenski* beobachtet hal» 
und die A. Hantzsch® als einen Beweis fiir die Existenz der freien rot: 
Kongosiiure ansieht, beruht, wie 
lediglich auf der Unreinheit der Filter, d. h. emer Alkaliwirkung. Wurd: 
nimlich qualitative Filter mit heiber verdiinnter Saure behancd 
dann mit heibem und kaltem destillierten H,O gut ausgewascly 
so behielt das durch Kongo blau gefarbte Filter seine Farbe be 


Trocknen vollkommen unveraindert bei; bei quantitativen  Filt: 


1 A. Hantzsch, Ber. 48, 162, 1915. 

2 KB. Wedekind und H. Rheinboldt, |. e. 

> MM. Heidenhain, Piligers Arch. 100, 217, 1908: C. 75. 1. 116, 1904 

‘ W. A. Schaposchnikow und Th. Bogojawlenski. |. ¢. 
A. Hantzsch, |. ©. 


sich in unseren Versuchen zeigt: 
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st ein Waschen mit Saure iiberfliissig, und es geniigt ein solches 
it heiBem und kaltem destillierten H,O, um den gleichen Effekt 
1 erzielen. Die Empfindlichkeit einer blauen Kongoldsung ist 
» grob. dab man das Bestehenbleiben der blauen Farbe beim 
rocknen direkt als Ariterium fiir die Reinheit eines Filte r paperes 
etrachten kann Wird das blaue trockene Filter mit Leitungs 
asser benetzt, so schlagt die Farbe in Rot um. ohne da® etwas 


m dem Farbstoff in Lésung ginge Der Farbenumschlag kann 
lurch Saurezusatz wieder riickgingig gemacht werden Da der 


\ongofarbstoff dabei stets im Filter fixiert bleibt. so kann = eine 
\nderung des Dispersititsgrades als Erklirung fiir diese Farbanderung 


hwerlich in Betracht kommen 


C. Vergleich mit den Eigqenschaiten des blauen Konagorubinsols. 


Bei der konstitutiven Verwandtschaft von Kongorot und Kongo 
ubin (s. Abschmitt 1, A), die eine Verschiebung des Ampholytcharakters 
hei letzterem nach der sauren Seite erwarten laBt. lag es nahe. einige 
rientierende Versuche am blauen Kongorubinsol durchzufiihren 


Darstellung des blauen Konqgorubinsols. Das Kongorubinsol wurde in 
ler gleichen Weise bereitet, wie das aus Kongorot, namlich durch Elektro 
lialyse der wisserigen Loésung dex, Na-Salzes im Paulischen Apparat bei 
220 Volt. Es fiel ebenfalls ein blauer Niederschlag aus, doch war die dariiber 
befindliche Fliissigkeit rot gefarbt. Wurde sie abgehebert und durch 

instes destilliertes Wasser (*¢ 6.10-* rez. Ohm) ersetzt, so farbte 
ch dieses nach kurzer Zeit ebenfalls rot. Diese Erscheinung tritt auch ein, 
wenn man den Farbstoff zuerst durch Saure niederschlagt und dann elektro 
ialysiert. Es stellt sich also stets ein Gleichgewicht zwischen dem blauen 
Bodenkérper und der tiberstehenden Fliissigkeit her, in dem Sinne, dal 
er Niederschlag teilweise mit roter Farbe in Lésung geht. 


Lost man den blauen Niederschlag in NH, auf und unterwirft 


e Lésung der Elektrodialyse, so tritt unter neuerlicher Flocken 
bildung das Gleichgewichtsphinomen mit der roten Form wieder 


auf. Diese tiberstehende rote Lésung ist sehr hochdispers, sie enthalt 
sogar einen molekulardispersen Anteil, da bei wiederholten Versuchen 
n der anodischen AuBenzelle eine, wenn auch schwache Rotfairbung 
deutlich erkennbar war. Die iiberstehende Lésung zeigt dementsprechend 
uch bei einem sehr geringen Trockengehalt eine relativ hohe Leit 
fahigkeit (k — 6.107° rez. Ohm) zum Unterschied von den Verhiltnissen 
beim Kongoblau. Infolgedessen war die Darstellung der blauen Kongo 
rubinlésung nicht anders méglich, als durch vorsichtiges Abgieben der 
iiberstehenden Fliissigkeit den blauen Niederschlag mdoglichst frei 
on der roten Lésung zu gewinnen und ihn dann im Jenaer Glas in 
einstem Wasser zu lésen. Das Kongorubinsol war tief dunkelblau und 


Q* 











116 W. Pauli u. E. Weiss: 


undurchsichtig, beim Verdiinnen geht. zum Unterschied von de) 
Kongoblausol, die Farbe durch Blauviolett — Rotviolett in Rot! tibe 
Die Lésung hatte einen Trockengehalt von 0,039 °, und eine spezifisch 


Leitfahigkeit k 1.05 .1074 rez. Ohm Die Losung ist also ety 

fiinfmal verdiinnter als das Kongoblau w 

f hat etwa die dreifache  spezifische  Leit 
fahigkeit 

S Fiir die mit reinstem Wasser (/ — 6. 10 

: rez. Ohm) verdiinnten Lésungen ergaben six 


folgende spezifische bzw. Aquivalentleitfahig 
keiten (Abb. 3) Die Stammilésung enthielt 


0,039 °/ 9 


Tabelle 111. 








\ ee tapeatitedhe (relative Tae ent 
Leitfahigkeit 10-*) leitfahigkeit 10 
1 10.5 Lad 
4 3.65 1.452 
S 2.45 1,944 
lb 1.68 2 HSS 
32 14s 4.7365 


| 
i] 


Die Messung des py mit Gasketten erwies 


mung sich beim blauen Kongorubin, ebenso wi 
Abb. 3 beim blauen Kongorot. in wiederholten Ver 


suchen als unmdglich. 


Beim Erhitzen geht clie Farbe der blauen Kongorubink Sully 
in Rot itiber, beim Abkiihlen wieder vollstindig in Blau zuriic! 
Da die Versuche mit Quarzglas das gleiche Resultat ergaben, 
eine Alkalicinwirkung ausgeschlossen Es findet somit durch di 
einfache Temperatursteigerung eine [’mwandlung der blauen in 
rote Sdure statt. 


Durch Elektrolyte wird Kongorubin stets blau geflockt (zur 
Unterschied von Kongorot). Eine rote Flockung ist bei keinem Elektr 
lyten in irgend einem Konzentrationsverhaltnis zustande gekomme! 
Doch ist die tiber dem Niederschlag befindliche Fliissigkeit bei « 
Fallung des blauen Kongorubinsols durch Elektrolyte farblos. wihre: 


' Man kann das Kongorubin vor der Farbanderung beim Verdiin: 
durch Zusatz geringer Mengen von Eiweif schiitzen (s. IT. Teil). 
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e bei der Fallung einer roten Kongorubinlésung! stets einen schwach 
tlichen Stich zeigt Beim Erhitzen lésen sich die blauen Flocken 
i einer roten Lésung auf, beim Abkiihlen stellt sich der urspriingliche 
istand wieder vollkommen her Hebert man die elektrolythaltige 
liissigkeit tiber dem Niederschlag ab und ersetzt sie durch destilliertes 
Vasser. so farbt sich dieses immer wieder rot. Es stellt sich also ein 


leichgewicht zwischen blauer und roter Form ein 


Beim Eindampfen der blauen Kongorubinlésung verbleibt ein 
laner, in dickeren Schichten bronzeglinzender Riickstand, der sich 
her in destilliertem Wasser bereits in der Kilte zum groliten Teile 
it blauvioletter Farbe, in heibem destillierten Wasser vollkommen 
it roter Farbe lost Dieses Verhalten ist gleichfalls von dem des 
Kongoblaus sehr verschieden, das beim Eindampfen ein schwerlisliches 
Produkt gibt Das Auftreten stirkerer ..Gitterkrafte’’ bei dem, ver 
‘lichen mit dem mehr azidoiden Kongorubin. starker ampholytoiden 
Kongoblau lieBe sich. ebenso wie das unterschiedliche Verhalten in 
ler elektrischen Leitfaihigkeit im Sinne einer bedeutenden Erhéhung 
hel Kongorubinblau ohne Zwang mit den hervorgehobenen kon 
stitutiven Verschiedenheiten der zwei Farbstoffe in Zusammenhang 
bringen. Die Verschiedenheit der zwei Farbstoffsole wird auch in 
ihrem Assoziationszustande oder dem mitileren Dispersitatsgrad zum 
\usdruck kommen, zu dessen Schatzung man auf folgende Weise 
gelangen kann. Bezeichnet man mit Pauli als Kolloidiquivalent die 
uf eine freie Ladung des Kolloidteilchens entfallende Molekiilzahl 

so kann man diese Grobe bei den Kongofarbstoffsolen aus der bloBen 
Leitfahigkeit unter einigen vereinfachenden Voraussetzungen ableiten 
Dieser Weg ist hier gangbar. weil der Gehalt der Sole in Gramm 


molekiilen bekannt ist 


Die folgende Betrachtung. die bei polydispersen Solen natur 
gemab nur einen Mittelwert liefert, wurde fiir eine Solverdiinnung 
ausgefiihrt, in der die gesamten titrierbaren H-lonen leitfahigkeits- 
aktiv sind. Schwankungen im Werte der angenommenen Kolloid- 
ionenbeweglichkeiten (v) zwischen 30 bis 50 geben nur wenige Prozente 
Unterschied im Kolloidaquivalent. da die H-lonen den grobten Teil 
der Leitfahigkeit tragen 


Fiir das blaue Kongosol liegen die Werte vor 


Stammldésung: Im Liter. . 19 ¢ 3.10-%m, k 3,4. lu? rez. Ohm 
Verdiinnung 1:10: Im Liter 0,19 ¢ 3.10-4m. k 6.6. 10-6 


! Wo. Ostwald, Kolloidbeih. 10, 252, 1919, erklart diese Erscheinung 
ils ..fraktionierte Koagulation“. 
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Fiir das blaue Kongorubinsol lauten die Daten: 


Stammldésung um Liter. . 0,39 ¢g 0,6.10-%m,. & 1.05. 10-4 rez. Oln 
Verdiinnung 1: 2im Liter. 0,195¢g=—3 .10-*m,&k 5.8 .10-°%rez.Oh 


Daraus rechnet sich die Normalitét der freien (leitfaihigkeit 


k. 108 . , ; , 
aktiven) Ladungen n und das Kolloidaquivalent AK — m 
(u ’ 
Im verdiinnten blauen Kongosol. . ... .K 17 bis 18 
Kongorubinsol . . . K 2 


Auch aus diesen schitzungsweisen Mittelwerten der Kolloid 
aquivalente ergibt sich die konstitutiv zu erwartende stiarkere Assozia 
tionsfihigkeit des blauen Kongosols gegeniiber dem blauen Kongorubins« 
bei gleicher Gesamtmolaritit. Ein Hinweis in diesem Sinne wiircd: 
sich auch aus Ultrafiltrationsversuchen Wo. Ostwalds'! ergeben, nac! 
denen das Kongorubin einen héher dispersen Charakter hat als das 
Kongorot. 


1). Zusammenfassung der Ergebnisse des ersten Teiles. 
q gq 


1. Es wird eine Darstellung reinsten Kongoblaus aus Kongorot 
durch Elektrodialyse angegeben. Dieses Sol ist nur in Jenaer Glas 
unverandert haltbar. 

2. pa kann im blauen Kongosol nicht mit Gasketten, sondern nur 
das neutralisierbare H* mittels Leitfahigkeitstitration bestimmt werde1 
In der konzentrierten Lésung ist nur ein Teil der titrierbaren Wasse1 
stoffionen leitfahigkeitsaktiv. Mit zunehmender Verdiinnung werde: 
simtliche titrierbaren H-lonen leitfahigkeitsaktiv. 

3. Die Elektrolytflockung entspricht der Hardy-Schulzesche: 

Regel. Neutrale 1—1wertige Elektrolyte mit stark polarisierbare: 
Anionen zeigen die Tendenz, die blaue Lésung rot zu flocken:; doc! 
konnte rote Flockung auch durch andere Neutralsalze, z. B. Chloridk 

unter bestimmten Bedingungen erzielt werden. 

4. Die durch neutrale Elektrolyte hervorgerufene blaue Fallung 
kann mit destilliertem Wasser peptisiert werden. die durch Saur 
entstandene Fallung nicht I 

5. Der Temperaturkoeffizient der Leitfihigkeit des Kongoblauso!> 
ist héher als der eines typischen Elektrolyten. Wahrscheinlich findet 
in der Hitze ein Zerfall der Molekiilaggregate des Kongoblaus statt 
zugleich verschiebt sich die Farbe gegen Rot. kehrt aber bei der A! 
kiihlung vollstiindig wieder in Blau zuriick. y 


6. Wird die blaue Kongolésung zur Trockne eingedampft L 
ist der Riickstand in kaltem destillierten Wasser unléslich . 


1 Wo. Ostwald, Kolloidbeih. 10, 196, 1919. 
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7. Filtrierpapier, das von Kongoblau blau angefirbt ist, wird 
im Trocknen rot: diese Farbanderung beruht auf der Unreinheit 
r Filter. 

8. Alkohol farbt die Kongoblaulésung rot. 

4% Das blaue Kongorubinsol verhilt sich ahnlich wie Kongoblau;: 
wh besteht in wasseriger Lésung stets ein Gleichgewicht zwischen 
r niedriger dispersen blauen und der hoher dispersen roten Form 
is sich bei steigender Verdiinnung immer mehr zugunsten der letzteren 
rschiebt. 

10. Elektrolyte fallen blaues Kongorubinsol stets blau; doch 

kann der Niederschlag durch Verdiinnen mit roter Farbe gelist werden 

Ll. Die geringere Neigung zur Assoziation und der stirker poly 

disperse Charakter des blauen Kongorubinsols laBt sich auch aus den 
konstitutiven Unterschieden gegen das blaue Kongosol verstehen. 

12. Das gleiche gilt fiir die starke Verschiedenheit des mittleren 

Kolloidag uivalents der auf eine freie Ladung entfallenden Molekiil 
vahl —, fiir welches Schitzungswerte in beiden Solen abgeleitet werden 


If. Kolloidreaktionen mit reinsten Kongofarbsolen, 
a) Ovalhumin und Konaotarhsol. 


Darstellung des Ovalhbumins. Es wurde das Eiklar von 20 Eiern vom 
Dotter getrennt, zu Schaum geschlagen, unter Toluol zusammenfallen 
velassen und das gleiche Volumen destilliertes Wasser zugesetzt. Dix 
Losung wurde dann in einem Elektrodialysierapparat bei 220 Volt unter 
Vorschaltung zweier WKohlenfadenlampen elektrodialysiert, wobei durch 

wifigen Wasserwechsel eine Temperatursteigerung in der Mittelzelle 
rhindert wurde. Um die Globuline vollstandig auszufa'len, wurde schlie(- 
ch in die Mittelzelle mehrmals K,SO, zur Endkonzentration n/100 ein 
yvebracht, bis keine Ammonsulfatfallung mehr bei Halbsittigung eintrat 
Die vom Niederschlag abfiltrierte, nochmals in einem kleinen Apparat 
lektrodialysierte Lésung war vollkommen wasserklar und farblos: six 
itte eine Trockenriickstand von 3,.68°, und eine Leitfahigkeit 4 1.68 
10-5 rez. Ohm. 

Methodik. Bei samtlichen Versuchen tiber die Einwirkung zweier 
Kolloide aufeimander wurde so vorgegangen, dali die beiden Loésungen 
ius in hundertstel Kubikzentimeter geteilten Pipetten in zwei vollkommen 

ne und trockene gedimpfte Reagenzréhrehen aus Jenaer Glas eingefiillt 
wurden. Das Gesamtvolumen wurde mit destilliertem Wasser auf 4 cer 
rvanzt und die Losungen zwischen den beiden Reagenzglaisern zehnmal! 
in und her gegossen, so dal eine vollkommene Durchmischung statt 
funden hatte. Die Beobachtung erfolgte spiitestens nach 24 Stunden 
Diese Zeit war meistens nétig, um eine abgelaufene Reaktion mit Sicherheit 


teststellen zu kénnen, andererseits hat beim Eiweil} noch keine merkliche 
Zersetzung stattgefunden = (s. unten). Alle im folgenden angegebene: 


Schwellenwerte beziehen sich auf die 6Ofach verdiinnte Kongoblaulésung 
0,003 15°. Endkonzentration. 
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Reines Ovalbumin und blaue Kongosaure flocken sich gegenseit 
blau aus; die voluminésen Flocken setzen sich zu Boden, die dariil) 
hefindliche Fliissigkeit ist bis zu einer Endkonzentration von 0.045 
Ovalbumin farblos, darunter blau. Der Schwellenwert fiir die Flocku 
hegt bei 0,0225°,. Ovalbumin 2.25 . 107! mg/ecem Durch 
sichtigen, tropfenweisen Zusatz einer sehr verdiinnten Ammonial 
lisung und Schiitteln gelingt es, die blauen Flocken quantitativ 4 
zu peptisieren; erst durch cinen UberschuB an NH, firbt sich « 
Losung rot Unterhalb des Schwellenwertes der flockenden Eiwe 
konzentration entstehen blaue, klare. vollkommen stabile Lésung: 
Um bei den Flockungsversuchen den EinfluB der Aziditat der blav 
Kongosiure auszuschalten. wurden die durch Leitfaihigkeitstitrat 
ermittelten Wasserstoffionen durch n/l00Q> NaOH) neutralisiert u 
dieses neutrale blaue Kongofarbsalz mit Ovalbumin versetzt 1) 
blauen voluminésen Flocken traten in der gleichen Weise auf 

In einer Reihe Untersuchungen am Institut ist die Verbindu 
von Kohlensaure mit reinsten Eiweifikorpern studiert und insbesond: 
neuestens von Pauli und Stenzinger! die Natur dieser Verbindung 
echte Saurereaktion sichergestellt worden. Um nun die Moglichk: 
auszuschalten, daB die mit dem Eiweil} verbundene Kohlensiéure od: 
geléste Kohlensaure die Fillungsreaktion herbeifiihrt, wurde folgend: 
schematisch gezeichneter Apparat zur Elektrodialyse in Stickst 


atmosphare konstriert 
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Die Mittelzelle wurde mit etwa 0.8", igem Ovalbumin gefiillt 
lie Eprouvette aus Jenaer Glas kamen einige Kubikzentimeter newt 
lisierter blauer Kongoldsung 

Nachdem die AuBenzellen mit Wasser vollkommen gefiillt wa: 
so daB sie keine Luft enthielten. wurden die Schlauche fiir die Zu 


Wo. Pauli und Th. Stenzinger, erscheint in dieser Zeitschr. 
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leitung des Wassers mit Quetschhahnen abgesperrt. Um ein Hinein 
jen der Luft bei den Schliffen zwischen der Mittel- und den beiden 
Benzellen zu verhindern, wurden zwei eng anliegende Gummibander 
ribergezogen und mit Draht festgebunden. Hahn 3, 4 und 5 sind 
weschliffene Glashahne, die iibrigen Quetschhihne Die Elektro 
ilvse fand bei 440 Volt statt Hahn 2 wurde nun abgesperrt, die 
igen Hahne geoffnet und dic Wasserstrahlpumpe in Betrieb gesetzt 
iter Drosselung der Luftzufuhr bei Hahn | wurde in der ganzen 
\pparatur allmahlich ein Vakuum erzeugt Der Versuch, dureh 
SchlieBung des Hahnes 5 nur von einer Seite her ein Vakuum herzu 
llen, miBlang, da das Eiweil} sofort stark zu schiitumen begann 
t Hahn 5 offen, so entsteht in allen Teilen der Apparatur ein gleich 
iBiger Unterdruck, der ein Schiumen verhindert. Es darf nicht zu 
ik evakuiert werden, damit das Eiweil} nicht zu sieden beginnt 
Nach SchlieBung des Hahnes 1 und Abstellen der Wasserstrahlpumpe 
wurde durch Offnung des Hahnes 2 reiner Stickstoff aus einer Bombe 


einstroémen gelassen. Zur Kontrolle der Geschwindigkeit bei der Her 


stellung des Vakuums und bei der Stickstoffiillung wurde vor die Wasser 
trahIpumpe und hinter die Bombe je ein Blasenzihler geschaltet 
Dieser Proze des Evakuierens und Nachstrémenlassens von Stickstoff 
wurde mehrere Male wiederholt, so dal} die gesamte Apparatur praktisch 
ollkommen mit Stickstoff gefiillt war. Nachdem die Elektrodialvse 
n der Atmosphiire des indifferenten Gases mehrere Stunden fort 
vesetzt worden war. wurde nochmals evakuiert, dann Hahn | wad 5 
hgesperrt, so da der Stickstoff bei Offmung des Hahnes 2 nur von 
ner Seite nachstro6men konnte und das Eiweif durch das bis an den 
Roden der Mittelzelle reichende Glasrohr in die Eprouvette hintiber 
vedriickt wurde. Nun wurde auch Hahn 4 abgesperrt, die Eprouvette 
heim Schliff oberhalb dieses Hahnes abgenommen und die Lisung 
gut durchgemischt Da Hahn 4 und 5 geschlossen bleiben, ist die 
Eprouvette ganz mit Stickstoff gefiillt und es ist bei dieser Versuchs 
anordnung der praktisch vollkommene AusschluB der Kohlensaure 
vewahrleistet. 

Wiederholte sorgfaltige Experimente dieser Art ergaben stets die 
blaue voluminése Fallung von Ovalbumin und blauem Kongo. dic also 
auch bei vodlliger Ausschaltung von CO, cintritt. 

Nunmehr entstand die Frage, ob eine Steigerung der Flockbarkeit 
des EiweiBes mit Kongosol durch Positivierung des Ovalbumins méglich 
war. Fur diese Untersuchungen erwies sich auf Grund der Erfahrungen 
insbesondere von Pauli und Stenzinger, tiber die elektropositive Um 
ladung von Eialbumin, Kohlensaure geeignet, zumal diese allein das blaue 
Kongosol nicht zu fallen vermag. Es wurde in das nichtflockende 


Gemisch von Ovalbumin und blauem Kongosol CQO, aus einem Aipp 
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schen Apparat eingeleitet (unter Vorschaltung mehrerer Waschflasche: 
zur Reinigung des Gases). Sofort traten blaue Flocken auf, die sic\ 
rasch absetzten; der Schwellenwert fiir die Faillung mit Kohlensiur 
lag bei einer Endkonzentration von 0,000075°,, Ovalbumin — 7.5 
. 1O~* mg/cem (EiweiBverdiinnung 1 : 1300000 und 0,00315°, Kongo 
blau), also bei einer 300mal tieferen Ovalbuminkonzentration als 
ohne Anwendung von CQ,. 


Diese Fallungen des Kongoblaus durch CO, -+- Ovalbumin lassen 
sich durch Zusatz sehr verdiinnten Ammoniaks quantitativ rein blav 
peptisieren. In den Peptisaten tritt durch Einleiten von CO, wieder 
blaue Flockung ein. 

Werden die blauen Ovalbumin-Kongoflocken erhitzt, so farben 
sie sich rot und behalten diese Farbe auch beim Abkiihlen bei. Durch 
Zugabe von HCl werden diese roten Flocken blau (nicht aber durch 
Essigsiure), durch NH, wieder rot gefirbt. 

Ovalbumin von 0,02°, Endkonzentration (s. oben) gibt keine 
Fallung mit blauem Kongo. Eine solche reine Ovalbuminlésung zeigt 
fiir sich allein deutliche Hitzekoagulation in Form einer absetzenden 
Flockung. Erwiairmt man jedoch dasselbe Ovalbumin zusammen mit 
Kongoblau (0,00315°,), so bleibt die Hitzegerinnung des Eiweibes 
aus, es entstehen rote Lésungen, die ihre Farbe beim Erkalten nicht 
andern und vollkommen stabil sind. Dieses durch zahlreiche Versuche 
bei variierender Kongokonzentration belegte Ergebnis findet seine 
Deutung wohl darin, daB die entstandene salzartige Verbindung des 
Eiweibes mit dem Kongofarbstoff, wie zahlreiche Verbindungen dieser 
Art; die Hitzegerinnbarkeit eingebiiBt hat. Dies gilt insbesondere fiir 
die Einwirkung von Anionen mit stark exzentrischer oder polarisier- 
barer Ladung, z. B. Rhodanid (Pauli), Benzoat, Salicylat (R. Willheim'), 
zu denen auch die Farbstoffionen zu rechnen sind. 

Ovalbumin gibt auch in einer Konzentration, in der es keine frei 
erkennbare Hitzekoagulation mehr zeigt, mit blauem Kongo (0,003 15° 
zusammen erhitzt, eine Verfirbung nach Rot (bzw. Violett bei sehr 
niederem Eiweibgehalt). Diese Farbdinderung ist beim Abkiihlen 
irreversibel. Durch Vergleich der Farbe der reinen Kongolésung mit 
einer mit Ovalbumin versetzten nach dem Erhitzen und Abkiihlen, 
konnten so 0,00025°, = 2,5 .107~% mg/ecm EiweiB noch sicher nach 
gewiesen werden. CQO, flockt diese durch Erhitzen rot stabilisierten 
Lésungen rot aus. 

Die Alkoholkoagulation von Ovalbumin konnte durch blaues 
Kongo in keiner Konzentration verhindert werden. Simtliche Proben 


1 R. Willheim, diese Zeitschr. 180, 231, 1927, daselbst Literatur. 
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flockten auf Zusatz des gleichen Volumens an 96°, igem Alkohol rot 
aus, die Flissigkeit dariiber ist ebenfalls rot gefairbt. Blaue Ovalbumin- 
Kongoflocken werden durch Alkohol rot gefarbt. 


Waren die Mischungen von Ovalbumin und blauem Kongo (mit 
oder ohne Flocken) linger als 24 Stunden gestanden, so zeigte sich 
am oberen Rande der Fliissigkeit stets eine rote Fiirbung, die gegen 
das Innere der Lésung zu fortschritt; auBerdem war es dann miglich, 
die blauen Flocken durch bloBes Schiitteln teilweise blau zu peptisieren. 
Die Erklarung fiir diese merkwiirdige Erscheinung liegt in der be- 
ginnenden Eiweibfaulnis unter Spuren Ammoniakbildung. Wurde 
nimlich Ovalbumin und blaues Kongo zum Flocken gebracht und 
sofort in ein Reagenzréhrchen aus Jenaer Glas eingeschmolzen, so trat 
nach wochenlangem Stehen weder Rotfirbung auf, noch konnten die 
Flocken durch Schiitteln peptisiert werden. Auch der Umstand, daB 
die Rotfarbung stets oben begann, wo Beriihrung mit der Luft statt- 
fand, kann als eine Stiitze obiger Erklirung betrachtet werden. 


Mit unserem blauen Kongorubinsol (0,01 °.,) gibt Ovalbumin gleich- 
falls blaue Flocken, doch ist die tiber dem Niederschlag befindliche 
Fliissigkeit stets rétlich gefarbt. Wird die Fliissigkeit abgehebert und 
durch destilliertes Wasser ersetzt, so bleibt dieses nunmehr farblos. 
Das Ovalbumin hat also den blauen Farbstoff fixiert, und es kann 
sich das in wasseriger Liésung sonst eintretende Gleichgewicht zwischen 
der blauen und der roten Form des Kongorubins nicht mehr einstellen. 
Das EiweiB geht offenbar mit dem Farbstoff schon in der Lésung eine 
Verbindung ein, denn auch Cie nichtflockenden, klaren, blauen Ov- 
albumin-Kongorubingemische Andern ihre Farbe beim Verdiinnen mit 
reinstem Wasser nicht nach Violett bzw. Rot, wie dies bei den reinen 
blauen Kongorubinlésungen mit steigender Verdiinnung der Fall ist. 
Durch Einleiten von CO, werden klare, nichtflockende Ovalbumin- 
Kongorubinlésungen blau zur Flockung gebracht. 


Um die Reaktionen zwischen EiweiB und reinsten negativen 
Kolloiden an einem weiteren Beispiel zu vergleichen, wurde die Ein- 
wirkung von Ovalbumin auf ein von F. Eirich und Wo. Pauli! her- 
gestelltes reines Goldsol untersucht. Goldmetall war in HCl von sehr 
niederer Konzentration (2.1075 n) zerstéubt worden und ergab ein 
rotes bestandiges Sol mit einem Gehalt von etwa 0,02°, Au. Dieses 
Sol (im Endvolumen auf das Vierfache verdiinnt) gab mit Ovalbumin 
rotviolette bis blaue Flocken, die sich rasch absetzten. Der Schwellen- 
wert fiir die Fallung lag bei 0,0045°,, = 4,5 . 10-2 mg/cem Ovalbumin 
(etwa 0,005 °,, Au). Um die Einwirkung der im Goldsol noch vorhandenen 


1 F. Eirich und Wo. Pauli, noch unverdéffentlichte Arbeit am Institut. 
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freien Salzsiure auf den Reaktionsverlauf auszuschalten, wurde cv 
Gehalt des Goldsols an Wasserstoffionen mittels Leitfahigkeitstitration 
mit n/1000 NaOH bestimmt und das entsprechend neutralisierte So| 
mit Ovalbumin versetzt. Es trat rasch Verfarbung nach Violett und 
dann violettblaue Flockung auf. Die Fallung von Eiweif8 durch Gold 
ist also ebenso wie die Farbstoffaillung nicht an die Anwesenheit von 
H-lIonen im lypophoben Sol gebunden'. 


Mit undialysiertem Kongorot flockt Ovalbumin rot. Schwellenwert 
0,045 °,, Ovalbumin (0,003 15°, Kongoret). Nichtflockende Mischungen 
zeigen Aufhebung der Hitzekoagulation des Eiweifbes, die Farbe de: 
Lésung wird in der Wirme intensiver rot. Nichtflockende Mischung: 
die also weniger als 0,045°,, Ovalbumin enthalten, werden durch Fin 
leiten von Kohlensaure rotbraun geflockt. 


b) Seralbumin und Kongojarbsol. 


Darstellung des Seralbumins. Frisches Pferdeserum wurde mit Aminw- 
sulfat halbgesattigt: von den ausgeschiedenen Globulinen wurde abfiltriert 
und das Albumin durch Sattigung mit Ammonsulfat ausgefallt. Nach 
der Filtration wurde der Niederschlag in méglichst wenig H,O gelést uni 
zuerst in einem Pergamentsack mit Steigrohr unter Druck dialysiert. 
Dann wurde etwa 14 Tage im Faltendialysator bei taglich einmaligen 
Wasserwechsel dialysiert und die Lésung darauf in einem groBen, 11, bzw 
3’, Liter fassenden Elektrodialysierapparat? bei 220 Volt elektrodialysiert. 
wobei die auftretende obere farblose Schicht, die nur einen sehr geringen 
Trockengehalt hatte, abgehebert und durch dialysiertes Seralbumin ersetzt 
wurae. Die Lésung konnte auf diese Art ziemlich stark konzentriert werden : 
schlieBlich wurde sie in einen kleineren, 300 ccm fassenden Apparat gebraclhit 
und bis zur konstanten Leitfihigkeit elektrodialysiert. Die Lésung hatt: 
einen Trockengehalt von 2,186°, und eine (unkorrigierte) Leitfahigkeit 
k = 7,2. 10—* rez. Ohm. 


Seralbumin und unser Kongoblausol flocken blau, die volumindésen 
Flocken setzen rasch ab. Die iiber dem Niederschlag befindliche Fliissig 
keit ist bei héheren EiweiBkonzentrationen farblos, in niederen blau 
Ein 0,003°,iges Seralbumin vermag das blaue Kongo (0,00315 
Endkonzentration) eben noch quantitativ zu fallen. Seralbumin ist 
ein viel empfindlicheres Flockungsmittel als Ovalbumin, sein Schwellen 
wert liegt bei einer Endkonzentration von 0,0001 °, = 1 . 10~* mg/ccm 
(Verdiinnung | : 1000000, 0,00315°, Kongoblau). Auch Seralbumin 
wird ebenso durch eine nach vorheriger konduktometrischen Titration 


1 Zu demselben Ergebnis kommt M. Spiegel-Adolf an einem wenige! 
reinen Goldsol in einem auf Veranlassung Paulis ausgefiihrten Versuc! 
diese Zeitschr. 180, 398, 1927. 

2 Fritz Kéhler, Mechanische Werkstatten, Leipzig. 
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mit n/l000 NaOH) neutralisierte blaue Kongolésung obiger End- 
konzentration blau geflockt. SchlieBlich wurde auch noch der mégliche 
EinfluB der Kohlensiure auf die Fallungsreaktion in der bereits im 
Kapitel Ila beschriebenen Art durch Elektrodialyse in Stickstoff- 
atmosphare bei 440 Volt beseitigt. Auch bei AusschluB von CO, trat 
in gleicher Weise mit der neutralisierten Kongoblaulésung — blaue 
Flockung ein. Der blaue Niederschlag ist durch Zusatz weniger Tropfen 
einer sehr verdiinnten NH,-Lésung blau peptisierbar. 


Kohlensiure vermag nichtflockende Lésungen von Kongoblau- 
Seralbumin, das sind Lésungen, die weniger als 0,0001°., Seralbumin 
enthalten, blau zum Flocken zu bringen. Der Schwellenwert liegt bei 
einer Endkonzentration von 0,00004°,, Seralbumin 4.10~* mg/ccm 
Verdimnung 1 : 2500000, 0,00315°,, Kongoblau). Es ist dies wohl 
einer der empfindlichsten Nachweise fiir Albumin die es_ iiber- 
haupt gibt. 

Beim Erhitzen firben sich die blauen Seralbumin-Kongoflocken 
rot, diese rote Farbe geht beim Abkiihlen nicht wieder in Blau zuriick. 
Alkoholzusatz firbt den blauen Niederschlag ebenfalls rot, auch die 
iiberstehende Fliissigkeit wird rot gefarbt. 


Blaue Seralbumin-Kongolésungen zeigen bei langerem, Stehen an 
der Luft Rotfarbung an der Oberfliche, die, wie beim Ovalbumin, im 
Auftreten beginnender Ammoniakabspaltung aus dem sich zersetzenden 
EiweiB ihre ErkMirung findet. 

Die Reaktion der blauen Kongorubinlésung 0.01 °,, mit Seralbumin 
ist analog derjenigen mit Ovalbumin: Blaue Flockung in einer rétlich 
gefarbten Fliissigkeit, die, durch H,O ersetzt, im Gegensatz zum Ver- 
halten der rein wasserigen Lésungen, farblos bleibt. Nichtflockende 
Zusitze von EiweifS zum Kongorubinsol bewirken, daB die mit der 
Verdiinnung im reinen blauen Kongorubinsol entstehende Rotfirbung 
ausbleibt. Der Farbstoff erscheint also in diesen Lésungen bereits 
an das Seralbumin blau fixiert, ein gleiches war beim Ovalbumin 
festgestellt worden. 

Mit in hochverdiinnter Salzsiiure (2 .10~°n) zerstéubtem Golde 
gibt Seralbumin einen violettblauen Niederschlag. Der Schwellenwert 
desselben liegt bei 0,0015°,, Seralbumin = 1,5 . 107? mg/ccm fiir etwa 
0,005 °%, Au. Die iiber dem Niederschlag befindliche farblose Fliissigkeit 
enthalt sehr viel EiweiB; es diirfte sich somit nur duBerst wenig Ser- 
albumin an der Fallungsreaktion beteiligt haben. Auch das mit n/1000 
NaOH genau neutralisierte Goldsol flockt mit Seralbumin. SchlieBlich 
wurden die Versuche auch auf ein von F. Hirich und Wo. Pauli durch 
Zerstiuben von Gold in KCl (4.1075 n) hergestelltes Sol ausgedehnt, 
das mit Seralbumin ebenfalls eine violette Flockung gab. 
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Mit der roten undialysierten Kongolésung (0,00315°,) gibt Se: 
albumin iiberhaupt keinen Niederschlag'. Untersucht wurde das 
Gebiet zwischen 1,09 bis 0,00004°,, EiweiB. Einleiten von Kohlen 
siure flockt die Mischung rotbraun 


c) Glutin und Kongorct. 


Darstellung des Glutins. Gelatine ,,Goldmarke*S wurde in Mullsécke 
unter Toluol.14 Tage dialysiert, dann bei 35° vorsichtig geschmolze 
filtriert und 24 Stunden bei 220 Volt elektrodialysiert, in welcher Zeit « 
bereits eine kenstante Leitfahigkeit erreicht hatte. Das Glutin hatte eine: 


Trockengehalt von 7,735°, und eine spezifische Leitfahigkeit & 1.53 


. 10-5 rez. Ohm. 


Glutin vermag nur innerhalb eines bestimmten Konzentrations 
bereiches die blaue Kongolésung zu flocken. Die Grenzen liegen zwischen 
0.0077 bis 0,0003 °,, Glutin (7,7 . 107? mg/eem bis 3 . 107% mg/cem fiir 
0,003 15°, Kongoblau). Oberhalb und unterhalb dieser Konzentrationen 
entstehen klare blaue Lésungen, die bei héherem Glutingehalt gallertig 
erstarren. Durch Einleiten von CO, vermag Glutin bis zu einer End 
konzentration von 0,00002 °,, = 2.1074 mg/cem (Verdiinnung 1 : 5000000 
blaues Kongo (0,00315°,) blau zu fallen. 

Durch Erhitzen der nichtgeflockten Glutin-Kongoblaugemiscl. 
farben sich diese rot und behalten die rote Farbe beim Erkalten. Blaw 
Flocken geben beim Erhitzen rote Flocken in roter Lésung. Sel 
niedrige Glutinkonzentrationen firben blaues Kongo in der Hitze nw 
violett; da jedoch diese Farbanderung beim Temperaturanstieg sel 
empfindlich und irreversibel ist, so konnten durch Vergleich der Farb 
unterschiede zwischen reiner Kongoblaulésung (0,00315°,) und einer 
mit Glutin versetzten, nach dem Erhitzen und Abkiihlen, noch 0,0002 ° 

2.10-% mg/cem Glutin sicher nachgewiesen werden. Wird Glutin 
allein erhitzt und blaues Kongo nach dem Erkalten zugesetzt, so bleibt 
die blaue Farbe bestehen. Glutin wird also beim Erhitzen nicht etwa 
so weit alkalisch, daB es in der Kalte den Farbstoff umlagert, sondern 
die blaue Kongosiure geht bei héherer Temperatur in die rote Saur 
iiber, und diese geht anscheinend mit dem Glutin eine salzartige, in der 
Kalte nicht reversible Verbindung ein. Wird namlich die durch Hitz 
rot stabilisierte GJutin-Kongolésung mit Saure versetzt (0.5n HC! 
so schlagt die Farbe wohl nach Blau um, es tritt aber keine Fallung 
wie beim reinen Sol auf. Auch das blaue Kongosol (0,00315°,) wird 
durch Glutinzusatz (0,19°,) vor der Flockung durch Saure geschiitzt 
(untersucht wurde das Gebiet zwischen 5.107! bis 5.107-*n HC! 


1 W. M. Bayliss (Kolloidzeitschr. 6, 27, 1910) hat eine Schutzwirkung 
des Seralbumins auf rotes Kongo gegeniiber der fallenden Wirkung ‘ec 
Elektrolyte festgestellt. 
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\Vird aber Kongoblau mit Glutin und Saure zusammen erhitzt, so 
flockt es, ebenso wenn man Glutin mit Saiure erwairmt und nach dem 
\bkiihlen die blaue Kongolisung zusetzt. 


Gegen Flockung mit Salzen kann Glutin (0,19°,) das Kongoblau 
0.00315 °,,) nicht schiitzen: Ammonsulfat und KC] fallen blaun. KCNS 
violett. Auch der Farbumschlag des blauen Kongos durch Leitungs- 
wasser findet bei Glutinanwesenheit statt. Die durch Saure oder Salz 
gefallte Kongosiure kann durch Zusatz von Glutin nicht wieder auf- 
gelést werden. 

Auch bei Glutin kann die Wirkung der Eiweibfaiuinis beobachtet 
werden; blaue Glutin-Kongoblaulésungen werden bei lingerem Stehen 
an der Luft von der Oberflaiche her rot. 


Alkoholkoagulation, und zwar rote Flocken in roter Lésung, tritt 
in der Mischung mit blauem Kongo stets ein (beobachtet bis zu einer 
Endkonzentration von 0,01°, Glutin, 0,00315°, Kongoblau). Die 
blauen Glutin-Kongoflocken (0,0053°,, Glutin, 0,00315°,, Kongoblau) 
werden durch Alkohol rot gefiarbt. 


Mit undialysiertem roten Kongo (0,00315°,) flockt Glutin nicht ; 
Einleiten von CQO, flockt violett. Mineralsiuren flocken blau. Ein 
ihnliches Verhalten fand sich oben beim Seralbumin. 


d) Pseudoglebulin und Kongoblausol. 


Darstellung des Pre udoglobulins. Das aus dem frisclien Pferdeserum, 
nach Abtrennung der mit Drittelsaéttigung entfernbaren Euglobulinfraktion, 
durch Halbsaittigung mit Ammonsulfat ausgefallte Globulin wurde ab- 
filtriert, in destilliertem Wasser gelést, zuerst einige Tage unter Druck. 
dann in einem Faltendialysator dialysiert. Die Lésung wurde schlieBlich 
der Elektrodialyse bei 220 Volt bis zur konstanten Leitfahigkeit unte1 
worfen. Das Endprodukt hatte einen Trockengehalt von 1,438°, und 
eine unkorrigierte spezifische Leitfahigkeit k = 5,79 . 10—* rez. Ohm. 

Pseudoglobulin gibt mit blauer Kongosiure (0,003 15°, Endgehalt) 
blaue voluminése Flocken. Die tiber dem Niederschlag befindliche 
Fliissigkeit ist bei Konzentrationen, die 0,011 °,, Globulin iibersteigen 
farblos, bei geringeren Konzentrationen blau. Der Schwellenwert der 
Flockung liegt bei 0,00035°,, — 3,5.10-%mg/cem Pseudoglobulin 
Die blauen Flocken lassen sich durch Zusatz einer geringen Menge 
iuberst verdiinnter NH,-Lésung quantitativ zu einer klaren blauen 
Flissigkeit peptisieren, Kohlensiure faillt daraus wieder blau. 

Einleiten von CQO, begiinstigt die Fallung im Pseudoglobulin 

Kongoblausol; der Schwellenwert liegt dann bei 0,00003°,,— 3 
10-4 mg/cem Pseudoglobulin (Verdiinnung 1 : 3300000 und 0,003 15°, 
Kongoblau). 
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Beginnende EiweiBzersetzung macht sich bei Pseudoglobulin naci, 
langerem Stehen ebenfalls durch Auftreten einer Rotfarbung von der 
Oberflache her bemerkbar. 


Die blauen Pseudoglobulin-Kongoflocken firben sich beim Er. 
hitzen rot. 


Mit einer undialysierten Kongorotlisung flockt Pseudoglobulin 
rot, die iiberstehende Fliissigkeit ist stets rot gefarbt!. Der Schwellen 
wert liegt bei 0.15°(, Globulin fiir 0,00315°, Kongorot. CO, vermag 
nichtflockende rote Lésungen unterhalb obiger Globulinkonzentration 
rotbraun—braunviolett zu flocken. 


e) Zinnsduresol und Kongosol. 


Darstellung der Zinnsdure*. 3g Zinnchlorid wurden in 3 Liter destilliertem 
Wasser gelést, die Lésung 3 Tage stehengelassen, wobei ein weiBer, galler- 
tiger Niederschlag ausfiel, der durch ein mit heiBem destillierten H,O gut 
vorgewaschenes Filter filtriert und mit kaltem destillierten H,O aus 
gewaschen wurde, bis das Filtrat keine Cl-Reaktion mehr gab und die 
Leitfahigkeit des destillierten Wassers hatte. Filtration und Auswaschen 
miissen méglichst rasch vor sich gehen, da der Niederschlag sonst nicht 
mehr léslich ist. Der weiBe Niederschlag wurde sofort mit wenig NH 
und viel destilliertem H,O durch starkes Schiitteln in einem Jenaer Erlen- 
meyerkolben peptisiert, wobei nur ein kleiner Teil léslich war. Die Lésung 
hatte eine Konzentration von 0,1328°% SnO, und eine spezifische Leit 
fahigkeit k = 2,95.10-*rez.Ohm. Die Lésung flockt dureh Sauren 
(auch Kohlensiure) sofort weiB. Der Schwellenwert der Saureflockung 
lag fiir 0,035° SnO, bei 7,5.10-5n HCl. 


Zinnsauresol und unsere blaue Kongosiure geben bestandige 
blaue Lésungen, die nicht flocken. Durch alle Sauren, auch durch 
Kohlensiaure, werden sie sofort blau geflockt, die tiberstehende Fliissig 
keit ist farblos. Der Schwellenwert liegt, wie fiir reines Zinn. 
siuresol, bei 7,5.10-°n HCl (0,035°, SnO,, 0,00315°%, Kongoblau 
Durch vorsichtige Zugabe sehr verdiinnten Ammoniaks und Schiitteln 
lassen sich die Flocken zu einer klaren, rein blau gefarbten Fliissigkeit 
quantitativ peptisieren, aus der Siuren wieder den blauen Niederschlag 
auszufaillen vermégen. (Wird ein Uberschu8 von NH, angewanit 
so entsteht eine rote Lisung, aus der CO, einen rotbraunen Niede! 
schlag ausfallt.) Es lat sich also ein ,,.Kongopurpur‘‘ nach den charak- 


1 G. A. Brossa (Kolloidzeitschr. 32, 107, 1923) behauptete, daB rote 
Kongolésung durch Globulin sensibilisiert, durch Albumin geschiitzt 
werde. Dieser Ansicht trat zuerst St. Becker (Zeitschr. f. Immunititsforsch. 
u. exper. Ther. 41, 378, 1924) entgegen; sie wurde schlieBlich von G. Ettisch 
und H. Runge (Kolloidzeitschr. 37, 26, 1925) endgiiltig widerlegt. 

2 R. Zsigmondy, Ann. 301, 370, 1898. 
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teristischen Reaktionen das vollkommene Analogon zum Cassius schen 
Goldpurpur, gewinnen!. 


Zur Kontrolle wurden die Versuche auf das durch Zerstéubung 
von Gold in 2.10~°n HCl hergestellte Sol ausgedehnt. Dieses gab 
mit Zinnsauresol eine klare, rote, bestandige Lésung, die durch Zugabe 
von Sauren (Einleiten von CO,) rot ausflockte. Die iiber dem Nieder- 
schlag befindliche Flissigkeit war farblos. Die Flocken konnten durch 
Schiitteln mit verdiinntem NH, wieder vollstandig zu einer klaren, 
roten Lésung peptisiert werden, aus der Séuren wieder den roten 
Niederschlag ausfaillten. Der Schwellenwert fiir die Saureflockung 
lag wieder bei 7,5.107°n HCl* (0.035%, SnO,, etwa 0,005°,, Au). 
Wird Zinnsaure erst mit Kohlensaure geflockt, so kann nachtraglich 
zugesetztes Goldsol nicht mehr zum Flocken gebracht werden, weder 
durch Schiitteln noch durch Erwiirmen, noch durch nochmaliges 
Kinleiten von CQ,. 

Blaues Kongorubinsol gibt mit Zinnsauresol sofort eine Lésung 
von prachtvoll purpurroter Farbe; Salze, wie Ammonsulfat, KCl, 
flocken daraus unmittelbar einen blawen Niederschlag, die iiberstehende 
Flissigkeit hat einen leicht rétlichen Stich. Wird sie abgehebert, 
durch destilliertes H,O ersetzt und der Niederschlag geschiittelt, so 
farbt sich die Fliissigkeit immer wieder rot. Man kann auf diese Weise 
sukzessive den ganzen Niederschlag auflésen. CO, flockt aus der Zinn- 
siure-Kongorubinlésung einen blauen Niederschlag aus, die Lésung 
dariiber hat eine rote Farbe. Man kann den Niederschlag ebenso wie 
bei der Neutralsalzfallung mittels Abhebern der Lésung und Ersetzen 
durch destilliertes H,O, wobei dieses sich immer wieder rot firbt, 
allmahlich vollkommen peptisieren. 


Nach dem ganzen Verhalten liegt auch beim blauen Kongorubinso] 
eine Purpurbildung mit Zinnséure vor. Hier 1a8t sich aus dem Farb- 
umschlag in der klaren Mischung entnehmen, dab die, verglichen mit 
dem weniger azidoiden Kongoblau, stark erhéhte Alkaliempfindlichkeit 
des Kongorubinsols bei der Reaktion des Zinnsiuresols, die nach den 


1 A. Lottermoser (Uber anorganische Kolloide, 8. 53ff. Stuttgart 1901) 
hat bereits als Analoga des Goldpurpurs, ,,Purpure“‘ von Cu, Ag, Hg, Bi 
hergestellt ; L. Wéhler (Kolloidzeitschr. 2, Suppl.-H. I, ITI, 1907; 7, 243, 1910) 
beschreibt einen Platinpurpur. 

* Der Umstand, da8B der Schwellenwert der Saéureflockung bei reinem 
Zinnséuresol derselbe ist wie beim Gold- bzw. Kongopurpur, wihrend 
er beim reinen Kongoblau- oder Goldsol fast um eine GréSenordnung 
héher liegt, spricht fiir die Zsigmondysche Anschauung, ,,da® fiir das 
kolloidchemische Verhalten des Purpurs im wesentlichen die Eigenschaften 
der kolloiden Zinnséiure bestimmend sind‘ (Zsigmondy-Thiessen, Das 
kolloide Gold, S. 115. Leipzig 1925). 


Biochemische Zeitschrift Band 203. 9 
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Messungen von Ad. Stiegler' im allgemeinen auf der alkalischen 
Seite liegt, zum Farbumschlag fiihrt. 


1) Kongofarbsol und verschiedene negative Kolloide. 
1. Neutrales Caseinat. 


Caseinat, das durch Auflésen von 2g Casein (Hammarsten) in 
100 com n/100 NaOH und zweistiindiges Schiitteln in der Schiitte! 
maschine hergestellt worden war, gab in dem untersuchten Bereich 
(1 bis 0,001°,,) mit blauem Kongo 0,00315°,, klare, blaue Lésungen 
die bei hoher Caseinatkonzentration durch das in der Lésung befindliche 
freie Alkali rotviolett gefarbt waren. Beim Einleiten von CQ, trat 
in simtlichen Versuchen blaue Flockung ein. Der Niederschlag ist 
durch sehr verdiinnten Ammoniak wieder blau peptisierbar. 


2. Starke. 

Starke, die durch Auflésung von lislicher Starke in destilliertem 
Wasser hergestellt worden war und eine Konzentration von etwa 2' 
hatte, gab in dem untersuchten Gebiet (1 bis 0,001°,) mit blauem 
Kongo 0,00315°,, stets klare, blaue Lésungen, die auch durch Einleiten 
von CO, nicht geflockt wurden, sondern vollkommen stabil blieben. 


3. Kieselsdure. 

Kieselsauresol wurde hergestellt durch Auflésen von 200 g Natrium- 
silikat in 800 cem H,0O, EingieBen dieser Lésung in Salzsaure (400 ccm 
konzentrierte HCl - 600 com H,O) und lingere Dialyse im Falten 
dialysator. Die Konzentration betraug 1,1 °., SiO,. die spezifische Leit- 
fihigkeit k = 2,5. 10~® rez. Ohm. 

Das Sol gab mit Kongoblau (0,003 15 °,,) in simtlichen untersuchten 
Konzentrationen (0,5 bis 0,001°,) klare, blaue Lésungen®, die auch 
beim Einleiten von CO, nicht flockten. 


4. Kolloides Gold. 


Das von F. Eirich und Wo. Pauli durch Zerstauben von Gold in 
2.10-5n HCl hergestellte Sol gab mit dem blauen Kongo (0,003 15' 
keine Reaktion; die Lésungen waren vollkommen stabil und zeigten 
weder bei-Erhitzen noch bei Einleiten von Kohlensaure irgendwelche 


Veranderungen. 


1 A. Stiegler, Kolloidzeitschr. 29, 65, 1921. 

2 Vgl. BE. Wedekind und Rheinboldt, |. c., sie stellten fest, daB die blaue 
Farbe der Lésung Kieselsféuregel + Kongoséure sich auch bei laingerem 
Erhitzen nicht verindert. 
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g) Aluminiumoxydsol und Kongofarbsol. 


Als Typus eines positiven Sols fiir die Reaktion mit der kolloiden 
Kongosaure wurde Aluminiumoxydsol gewahlt. 


Darstellung des Aluminiumoxydsols nach Pauli und Schmidt'. Reines 
Al-Gries wird zuerst einige Minuten mit etwa 2°,iger Sublimatlésung 
behandelt, dann HgCl,-frei gewaschen und in eine heiBe, etwa n/10 AICI,- 
Lésung eingetragen, in der es einige Stunden gekocht wird. Nachdem 
das Sol etwa 144 %ig geworden war, wurde das Kochen unterbrochen, die 
Lésung vom restlichen Gries abgegossen, filtriert und im Faltendialysator 
dialysiert. Das Sol hatte schlieBlich eine Konzentration von 0,4% Al,O, 
und eine spezifische Leitfahigkeit k = 1,65 . 10-4 rez. Ohm. 

Das Al,O,-Sol gibt mit blauer Kongosiure voluminése blaue 
Flocken. Bei héheren Konzentrationen von Al,O, (0,2 bis 0,004 °,) 
farbt sich die tiber dem Niederschlag befindliche, urspriinglich farblose 
Flissigkeit nach kurzer Zeit stark rétlich und die blauen Flocken 
lisen sich beim Schiitteln zu einer klaren, rot gefirbten Lésung, was 
wahrscheinlich auf der Bildung eines Al-Kongoats beruht. Durch 
Temperatursteigerung wird dieser Prozef begiinstigt?; erhitzt man 
den blauen Niederschlag sofort nach seinem Entstehen, so bildet sich 
momentan die rote, flockenfreie Lésung. HCl fallt die rote Lésung 
sofort blau, CO, vermag sie nicht nur nicht zu flocken, sondern nicht 
einmal die Farbe nach Blau zu verandern. Bei geringerer als 0,004 ° iger 
Al, O,-Konzentration ist die tiber dem blauen Niederschlag befindliche 
Fliissigkeit farblos, bzw. bei sehr niedriger Al-Konzentration blau. Der 
Schwellenwert der Flockung lag bei 0,00004°,, = 4.1074 mg/cem Al, Og 
(0.00315°, Kongoblau). Der blaue Niederschlag kann durch sehr 
verdiinnte N H,-Lésung wieder zu einer klaren blauen Lésung peptisiert 
werden, vorausgesetzt, daB8 kein Uberschu8 an Al,O, vorhanden ist. 
Kohlensaure bringt diese peptisierten Lésungen wieder blau zum 
Flocken. 

Nichtflockende Al,O,-Kongoblaulésungen werden durch Einleiten 
von CO, blau geflockt. Der Schwellenwert liegt bei 0,000012°,, = 1,2 

10-4 mg/eem Al,O,, 0,00315°, Kongoblau. (Aluminiumoxydsol 
allein wird durch Einleiten von CO, nicht geflockt.) 


' Pauli-Schmidt, Zeitschr. f. physik. Chem. 129, 199, 1927. 

2? W. Bayliss, C. 82, II, 1095, 1911; Proce. Roy. Soc. 84, 81, 1911, 
machte bereits an mittels Saurefillung hergestelltem Kongoblau diese 
Beobachtung mit einem frisch gefillten, gewaschenen und in H,O sus- 
pendierten AI(OH),. Wedekind und Rheinboldt (Ber. 47, 2150, 1914) 
konstatierten dasselbe Verhalten der blauen Kongosaure gegeniiber Zirkon- 
oxydhydrat; dieselben Autoren (Ber. 52, 1013, 1919) fanden es auch gegen- 
iiber den Oxyden von Lanthan, Zink, Beryllium, Thorium, Eisen und 
Chrom, dagegen nicht mit den elektrolytfreien Hydrogelen von Kieselsdure, 
Metazinnsaure, Titan-, Wolfram-, Molybdain- und Vanadinséure. 


Q* 
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Wird Al,O,-Sol in einer Konzentration, die gréBer als 0,02° , ist 
mit rotem, undialysiertem Kongo (0,00315°,) versetzt, so entste|)t 
eine klare violettrote Lésung; zwischen 0,02 bis 0,001°,, entstehen 
rote Flocken, unterhalb 0,001 °,, ist die Lésung wieder stabil und rot 
Die roten Flocken kénnen einerseits durch Zugabe von Al, O,-So/ 
andererseits von roter Kongofarblésung wieder vollkommen rot 
peptisiert werden. 


Ill. Zusammenfassung der Ergebnisse. 

Zur Erkenntnis der Kolloid-Kolloidreaktionen und der Schutzkolloidwirkuny, 

Als ein erstes Hauptergebnis der Versuche mit dem extrem reinen 
Kongoblausol darf gelten, dab samtliche untersuchten Eiweibkérper 
bei volliger sonstiger Elektrolytfreiheit und insbesondere auch bei 
Ausschaltung von Kohlensaure, mit demselben von einem gewissen 
Schwellenwert der Proteinkonzentration an eine blaue Flockung geben 
die auch nach Neutralisation der H-lonen des Kongoblausols in cde 
gleichen Weise stattfindet. Nach diesen Versuchen, die unter denselhen 
Bedingungen auch beim reinen Kongorubinblau und bei einem nahezu 
eanz von allen Beimengungen freien Brediggoldsol genau in derselben 
Weise ausfallen, kann von einer bloBen Schutzwirkung reinster Eiweil 
kérper auf reinste negative lyvophobe Kolloide im iiblichen Sinne kein 
Rede mehr sein, sondern es kommt hier in einem groben Konzentrations 
bereich ausnahmslos zu einer Flockungswirkung. Jede allgemein: 
Theorie der Kolloid-Kolloidreaktionen muf mit dieser Grundtatsac} 
rechnen, und es kann sich nur noch um die Erklarung derselben handel 

Zsigmondy, dem wir auf dem Gebiet der Kolloidreaktionen za)! 
reiche grundlegende Arbeiten, vor allem iiber den Cassiusschen Gold 
purpur als eine Vereinigung kolloiden Goldes mit kolloider Zinnsaure 
sowie iiber die Schutzkolloidwirkung verdanken, glaubt!, eine eigen 
Gruppe von Kolloidreaktionen abgrenzen zu miissen, ,,bei denen weder 
elektrische Ladung noch chemische Ladung deutlich in Erscheinung 
tritt’’. Es hei®t dann weiter: ,,Hierher gehéren die héchst interessanten 
fiir die Kolloidchemie wichtigen Reaktionen, bei welchen sowohl Schutz 
wie Fallungswirkungen auftreten kénnen, trotz gleichsinniger Ladung 
der reagierenden Kolloidteilchen und trotz fehlender chemischer Ver- 
wandtschaft zwischen den Teilchen.“‘ Nach Zsigmondy haben die 
bisherigen Erfahrungen ,,zu dem Ergebnis gefiihrt, dab die chemische 
Analogie vollstindig versagt‘‘. Er hat dann den Versuch gemaclit 
auf Grund raiumlicher Anschauungen ohne spezielle Annahme iiber 
die Natur der wirkenden Krafte** die Erscheinungen zusammenzufasse! 
worauf wir noch kurz zuriickkommen. 





1 Zsigmondy, Kolloidchem., 5. Aufl., 1925, S. 226ff. 


dle 


ge! 
Ur 
eff 


das 


Fiv 





ne 
he 


In 








"° 


Allgemeine Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. I. 133 


Als das Problematische erscheint hier die Gleichsinnigkeit der 
Ladung und die fehlende chemische Verwandtschaft, und es geht aus 
den weiteren Darstellungen und vielen Hinweisen Zsigmond ys hervor, 
dal die Beziehungen der EiweiBkérper zum kolloiden Gold und die 
Purpurbildungen den Hauptanteil der von ihm abgegrenzten, oben 
charakterisierten besonderen Gruppe von Reaktionen der Kolloid- 
teilchen bilden. 

Die folgenden Darlegungen sollen sich nun gerade mit den scheinbar 
nicht deutlich hervortretenden elektrischen und zugehérigen chemisch- 
konstitutiven Beziehungen beschaftigen, welche, wie sich zeigen wird, 
auch bei dieser Gruppe von Kolloid-Kolloidreaktionen maBgebend sind. 

Eine unzweifelhafte Quelle von Mibverstandnissen hat sich hier 
zunichst daraus ergeben, dab reine EiweiBkérper, etwa wie Ovalbumin, 
schlechthin als elektronegative Kolloide angesehen werden, weil sie 
im Uberfiihrungsapparat, zumal bei kurzer Durchstrémung, nur 
anodische Wanderung ergeben. Die elektrochemische Analyse solcher 
EiweiBlésungen hat in den letzten Jahren gezeigt (Pauli und Mit- 
arbeiter'), daB diese Lisungen tatsiichlich bei der Uberfiihrung vor 
allem die negative UberschuBladung erkennen lassen, in Wirklichkeit 
aber positive und negative Eiweibteilchen frei nebeneinander enthalten, 
die einen erheblichen Teil der Eigenleitfihigkeit der Lésung tragen. 
Wohl laBt sich ein solches Gleichgewicht zwischen positiven und nega- 
tiven Anteilen eines Ampholyten auch aus der Theorie herleiten, 
aber die Theorie vermag dariiber nichts auszusagen, ob die entgegen- 
gesetzt geladenen Teilchen frei nebeneinander bestehen oder zu elektro- 
neutralen assoziieren.. Dariiber kann ebenso wie iiber das Ausmal 
der vorhandenen Dissoziation oder Assoziation ausschlieBlich die 
Beobachtung entscheiden. 

Die Verhaltnisse werden nun durch den folgenden Umstand kom- 
pliziert. Die angefiihrten Untersuchungen haben zugleich gezeigt, dab 
eine hochgereinigte EiweiBlésung schon mit der Kohlensiure der Luft 
reagiert, wie an einem zeitlichen Anstieg der Leitfihigkeit zu erkennen 
ist, so daB wir nur durch besondere Kautelen, insbesondere durch 
Arbeiten in der N-Atmosphare, zu wirklich reinen Eiweiblésungen 
gelangen kénnen, die in jiingster Zeit den Gegenstand eingehender 
Untersuchungen am Institut gebildet haben. Fiir den Kohlensiure- 
effekt auf EiweiBlésungen bestanden zwei Méglichkeiten: Als erste 
das Eintreten einer Carbaminsiurebildung, wie dies V7. Siegfried? auf 
Grund ausgedehnter Versuche angenommen hat, und die auch ur- 


' Diese Zeitschr. 152, 355, 1924 und folgende Mitteilungen. 
2 Vgl. Literatur bei Plimmer-Matula, Die chemische Konstitution der 
EiweiBkérper 8.198 und 261. Dresden-Leipzig 1914. 
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spriinglich von Pauli angenommen, aber spiter', zunachst auf Grund 
theoretischer Bedenken, als weniger wahrscheinlich fallengelassen 
wurde. Die experimentelle Entscheidung fiel nun auch tatsachlich 
im Sinne der zweiten Méglichkeit, nimlich, daB die reinsten Eiwei()- 
kérper mit Kohlensaure, die in der Lésung praktisch nur die Ionen H* 
und HCO, liefert, wie mit jeder Saiure im Sinne einer Ammonium. 
salzbildung 

COOH.R.NH,+ HCl —»COOH.R.NH;+ Cr 

COOH.R.NH,+ H,CO,—> COOH.R.NHj + HCO; 
reagieren. D. h., reinste EiweiBlésungen geben mit Kohlensaure elektro. 
positive und nicht, wie bei einer Carbaminsiurereaktion nach Siegfried 
elektronegative Proteinionen. Der Beweis dafiir wurde mittels exakter 
Uberfiihrungsversuche von Pauli und Stenzinger erbracht. Ferner 
zeigten D. v. Klobusitzky und Pauli®, daB selbst ein so saures Albumin wie 
das Ovalbumin bei der Untersuchung in N-Atmosphare reichlich freie 
positive neben negativen Proteinionen enthalt. In reinsten Eiweil 
lésungen besteht somit ein Gleichgewicht zwischen folgenden Formen 
die erste ist das neutrale Molekiil, die vierte das Zwitterion: 

1. NH,RCOOH,  abgekiirzt: A° 


2. NH,RCOO’, 2 Se 
3. COOHRNKES, A’ 
4. COORNHY, et 


Es stehen also in diesen Eiweiblésungen Teilechen mit freien positiven 
Ladungen fiir die Reaktion mit negativen Kolloiden zur Verfiigung 
Daneben enthalten die Teilchen ,,latente“ positive Gruppen*, die 
nicht nur durch Reaktion mit Sauren in Ionenform iibergefiihrt, sondern 
auch durch Polarisation im Felde der negativen Kolloidionen aktiviert 
werden kénnen. Die Teilchen mit freien positiven Ladungen sind es 
welche in erster Reihe mit dem zugesetzten negativen lyophoben Sol. 
teilchen reagieren werden, und sie sind es, und zwar anscheinend aus- 
schlieBlich, welche die Flockung vermitteln. Diese Auffassung ist 
mit den folgenden Beobachtungen in bestem Einklang. 

Ordnet man die untersuchten Eiwei8kérper nach dem Verhaltnis 
ihrer durch das maximale Saurebindungsvermégen ermittelten Anzahl 
reaktionszuginglicher positiver Gruppen zu den durch die optimale 
Laugenbindung gewonnenen negativen Gruppen, so steigt dieses in 
der Reihe: 

Ovalbumin, Seralbumin, Glutin, Pseudoglobulin, 


1 Pauli, Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926. 

2 Noch unverd6ffentlicht. 

% Von der Méglichkeit des Bestehens mehrwertiger Zwitterionen mit 
und ohne freie UberschuBladungen wurde hier abgesehen. 
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wie die neuesten Messungen am Institut (vgl. Pauli mit F. Blank und 
|. Frisch das. Literatur) ergeben haben. Wie direkte Uberfiihrungs- 
versuche mit den reinsten Lisungen von 7’. Jio und Pauli! gezeigt 
haben, steigt auch in derselben Reihe deren positiver Charakter so zwar, 
daB das Glutin bereits bei Zusatz der 2—1 wertigen Erdalkalisalze, das 
Pseudoglobulin auch nach Befreiung von CO, eine kathodische Wande 
rung erkennen l4Bt. Die Trennung der Beweisfiihrung nach der 
steigenden Relation der Maximalzahl der positiven zu den negativen 
Gruppen einerseits und nach dem Verhalten der reinen Lésungen 
ohne Saure- oder Laugenzusatz andererseits ist deshalb notwendig, weil 
der auf diesen zwei Wegen angezeigte Grad der Positivierung des 
KiweiBes nicht notwendig iibereinstimmen miiBte. 

In dem MaBe, als der positive Charakter in der obigen Proteinreihe 
anwachst, diirfen wir auch eine Zunahme der A*-Formen und schlieBlich 
A* > A” in der reinen EiweiBlésung erwarten. In der Tat zeigten 
nun die sorgfaltigen Bestimmungen der Flockungskonzentration der 
Proteine gegen das gleiche Kongoblausol ein betrachtliches Absinken 
des Schwellenwertes vom stark sauren Ovalbumin zu den anderen 
EiweiBkoérpern an (I. Reihe). Es lassen sich somit auch auf diesem 
Wege gewisse konstitutive Unterschiede dieser EiweiSkérper zum 
Ausdruck bringen (Tabelle TV). 


Tabelle IV. (0,00315°, Endkonzentration Kongoblau, Protein mg/ecm). 





Ovalbumin Seralbumin Glutin Pseudoglobulin 
I. ohne CO, . 2.25.10"! 1,10-8 7,7.10-2 —3.10-3 35.1078 
Il. mit CO, . 7,5 .10-4 4.10-* 2.10-* 3 .10-* 


Wie ausgefiihrt. bewirkt die CO, eine Vermehrung der freien 
positiven Ladungen in der reinen Proteinliésung zunichst durch Uber- 
fiihrung des A® in A* und des A™ in *A~. Es ist ferner méglich, daB 
sie eine Uberfiihrung weiterer Aminogruppen des einzelnen Eiweib- 
molekiils in die R . NH}-Form, also eine Erhéhung der positiven Wertig- 
keit von EiweiBionen bewirken kann. Wie die zweite Reihe der obigen 
Tabelle anzeigt, steigt infolge der Zunahme der Positivierung durch die CO, 
die Flockungsempfindlichkeit, insbesondere von dem stirkst negativen 
Eialbumin, aber auch bei den anderen untersuchten Proteinen gewaltig an, 
und durch diesen Anstieg, der mehr als zwei GréBenordnungen betragen 
kann, werden die originaren spezifischen Empfindlichkeitsunterschiede 
der einzelnen EiweiBkérper (I. Reihe) so gut wie vollstandig verwischt. 
Die Empfindlichkeit der so zustandegekommenen Eiweibflockungs- 


1 Erscheint demniachst in dieser Zeitschrift. 
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reaktion ist so groB, da man sie wohl als eine der feinsten bekannt: 

Methoden des Proteinnachweises bezeichnen kann. Aus dem Unte: 
schied um zwei GréBenordnungen in der Reaktion ohne und mit COQ, fii: 
das Ovalbumin und dem Vergleich der Bestimmungen der A*-Form 
in reinsten Ovalbuminlésungen von D. v. Klobusitzky und Pauli wiird: 
sich ergeben, da hier bei ausschlieBlicher Bildung einwertiger A’- 
Formen durch die CO,-Einleitung nur etwa eine Vervierfachung der 
freien positiven Ladungen erfolgt, die allein fiir die Steigerung der 
Flockungsempfindlichkeit um zwei GréBenordnungen nicht ausreicht 
Es wird also auch auf diesem Wege die durch den bedeutenden Leit 
fahigkeitsanstieg nahegelegte Bildung mehrwertiger positiver Eiweil 
ionen durch CO,-Sattigung wahrscheinlich gemacht. Eine quantitative 
Verwertbarkeit kommt in letzterer Hinsicht dem groBen Ausmaf der 
Erniedrigung der Flockungsgrenze durch CO, nicht zu, weil auch mit 
einer gewissen Steigerung der Instabilitat des Kongoblausols (wie des 
reinsten Goldsols) durch die CO, gerechnet werden mub, die noch 
einer gesonderten Ermittlung bedarf. 

Nach dem vorliegenden Tatsachenmaterial besteht somit kein 
Grund, fiir die Flockungsreaktionen reinster EiweiBkérper mit reinsten 
negativen lyophoben Solen andere als elektrochemische, in letuer Lini 
also wieder konstitutiv bedingte Beziehungen verantwortlich zu machen 

Unter den gepriiften EiweiBkérpern nimmt das Glutin, das sonst 
seinem starken positiven Charakter gemaB, dem Pseudoglobulin in 
bezug auf Flockbarkeit durch das Kongosol nahe steht, eine gewisse 
Sonderstellung ein, indem es Wegfall der Flockung im Uberschul 
also eine Hemmung oder Schutzwirkung erkennen laBt. Bei der starken 
Assoziationsfahigkeit des Glutins, mit welcher unzweifelhaft auch der 
Gallertzustand zusammenhingt, bietet die Erscheinung, die in unserem 
mit groBer Vorsicht, unter vollstaéndiger Erhaltung der Gelierbarkeit 
hochgereinigten Glutin am einfachsten als Konzentrationseffekt auf 
zufassen ist, dem Verstandnis keine Schwierigkeiten. Jedenfalls besteht 
im Hinblick auf die véllige Verschiedenheit von der Versuchsanordnung 
Zsigmondys an franzésischer Gelatine und Formolgoldsol, bei der nur dic 
grobdisperse Gelatine flockt, nicht aber ihre gleiche Menge in feindisperser 
Verteilung, keinerlei Grund, in unserem Falle Unterschiede des Dis- 
persitatsgrades fiir das Auftreten der Flockung verantwortlich zu 
machen. Zsigmondy hat auf Grund des von ihm untersuchten Sonderfalles 
die raumlichen Verhaltnisse der zwei flockenden Sole als maBgebend 
hingestellt, die in dem einen Falle die Bedeckung der Oberfliche der 
groBen Glutinteilchen mit einer groBen Zahl von aneinanderriickenden 
Goldteilchen, dagegen im Falle von zahlreichen kleinen Glutin 
teilchen das Ausbleiben der Goldflockung verstindlich machen sollen 
Unsere Versuche bieten keinesfalls einen Anhaltspunkt fiir eine Ver 
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allgemeinerung von Zsigmondys schematischer Betrachtungsweise, sie 
sind auch gar nicht zu Vergleichen mit den Sonderbeobachtungen an 
franzosischer Gelatine geeignet, bei denen es sich um in unserem Sinne 
unreine Kolloide handelt. Sicher ist nur nach unseren Erfahrungen, 
daS die in solchen Kolloiden vorhandenen Elektrolyte eine wesentliche 
tolle bei der fiir praktische Zwecke gut ausgearbeiteten Schutzwirkung 
spielen miissen, deren theoretische Aufklarung sich aus der geplanten 
Weiterfiihrung unserer Versuche notwendig ergeben wird. Dab auch 
bei der bloBen Schutzwirkung eine Teilchenvereinigung stattfindet, 
steht nach Zsigmondys Beobachtungen auBer Frage. Fiir die Eiweil- 
kérper handelt es sich nur um die Erkenntnis jenes Mechanismus, 
welcher hier deren sonst ausnahmslos vorhandenes Flockungsvermégen 
fiir negative lyophobe Kolloide aufhebt. 

Wenn man nun nach dem Angefiihrten die Reaktionen unserer 
reinsten Eiweibkérper mit reinen negativen lyophoben Kolloiden von 
Zsigmond ys Gruppierung als Kolloidreaktionen zwischen gleichgeladenen 
Kolloiden ausnehmen muB, so wiirde zunaichst noch eine Klasse von 
Kolloiden mit Schutzwirkung auf negative lyophobe Sole iibrigbleiben, 
die aus negativen lyophilen Kolloiden besteht, bei denen eine positive 
Aufladbarkeit durch Saurezusatz oder ein Gleichgewicht mit positiven 
Anteilen im Sol, also ein ampholytoider Charakter, nicht vorliegt 
Zu dieser Gruppe wiirden Starke, Agar, Gummiarabikum, Tragant, olein- 
saures Natrium und andere zahlen. In der Tat fehlt diesen Steffen 1. das 
Fleckungsvermiégen, fiir negative Kolloide vollstandig, 2. ist es auch 
unméglich, ihnen ein solches etwa durch Zufuhr von CO, oder schwachen 
Siuren zu verleihen. Beides stimmt bei dem Fehlen reaktionsfahiger 
positiver Gruppen in den aufbauenden Molekiilen mit der chemischen 
Erwartung iiberein. Gemeinsam ist dieser Gruppe ferner ein gréBen- 
ordnungsmaBig schwicherer Schutzeffekt auf negative lyophobe 
Kolloide unter Verhaltnissen, wo dieser bei den Eiweibkérpern auftritt. 

Hier mu} nun auf den folgenden Umstand hingewiesen werden. 
Nach dem kettenférmigen Bau der Molekiile und der exzentrischen 
Anordnung der negativen freien Ladung ist ein gréBeres Dipolmoment 
und eine stirkere Orientierungspolarisation in den Primarteilchen 
dieser Gruppe von Kolloiden anzunehmen. Die Assoziationsfihigkeit 
zu Gallerten, die Neigung zur Bildung fadiger oder radiarer Strukturen 
verweisen gleichfalls auf erhéhte Dipoleffekte. Diese sind unseres 
Erachtens auch die Unterlage fiir die Fiahigkeit dieser Teilchen, sich 
trotz Fehlens einer freien positiven Ladung auch mit negativen lyophoben 
Kolloiden unter Schutzwirkung zu vereinen, wobei die Orientierung 
der hydratisierbaren freien negativen Ladungen gegen die Grenzfliche 

Wasser im Sinne von Langmuir die Anlagerung an das geschiitzte 
Kolloid begiinstigt. Das wiirde eine Briicke zu der Bechholdschen 
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Umhiillungstheorie der Schutzwirkung ergeben. — Beriicksichtigt may 
die bisher nicht in Betracht gezogene Dipolnatur und Polarisic: 
barkeit! der nicht ampholytoiden Schutzkolloide, dann fallt auch hic: 
die Notwendigkeit einer strengen Sonderstellung als Folge des (schein. 
baren) Zuriicktretens elektrischer oder chemischer Beziehungen fort 

Einer besonderen Erérterung bedarf schlieBlich die den bisher 
besprochenen Kolloidreaktionen in gewisser Hinsicht verwandte En: 
stehung von Purpuren mit dem Zinnsauresol nach Art des Cassius schen 
Goldpurpurs. 

Bei der Bildung der Purpure mit Zinnsiiure, die, wie gezeigt wurde 
mit unserem blauen Kongofarbsolen ebenso erfolgt, wie mit allerreinstem 
Goldsol, handelt es sich in Wirklichkeit nicht um die Vereinigung von 
gleichgeladenen Teilchen zweier verschiedener negativer Kolloide 
wenigstens ]i8t sich aus den Beobachtungen eine solche nicht folgern 
Die Purpurbildung tritt vielmehr erst als gemeinsame Ausfillung 
beider Kolloide durch Siuren in die Erscheinung, und zwar genau 
beim Schwellenwert fiir die Flockung der weit empfindlicheren reinen 
Zinnsiure. Es miissen also mindestens die Teilchen der Zinnsiure 
dabei vollstandig inaktiviert oder entladen sein und in diesem Zustande 
die Verbindung mit den Teilchen der Kongofarbstoff- oder Edelmetall. 
sole eingehen 

Die Verbindung der Kongofarbsolteilchen im Niederschlag mit der 
Zinnsaure scheint nicht so fest zu sein, wie in den mit EiweiB gebildeten 
Kongofarbflocken. Dafiir spricht, daB das Kongorubinblau in der 
Verbincung, z. B. mit Ovalbumin, die Fahigkeit verloren hat, die 
iiberstehende Fliissigkeit durch Abgabe eines feindispersen roten 
Anteils zu firben. Dagegen bleibt bei dem in den blauen Flocken mit 
Zinnsiure fixierten Kongorubinsol das Gleichgewicht mit der roten 
feindispersen Form in der iiberstehenden Fliissigkeit erhalten und 
das Kongorubin kann schlieBlich durch wiederholtes Wechseln der iiber 
den Purpurflocken stehenden roten Fliissigkeit zur Ginze mit denselben 
wieder gelést werden. 

Im allgemeinen geht sonst die Analogie zwischen den Eiweil 
Kongosolniederschligen und den typischen Purpuren recht weit: Zieh 
man unterschwellige EiweiBkonzentrationen heran, so ist die Analogic 
eine noch vollkommenere. Sie betrifft dann nicht nur die Peptisierbarkeit 
der Flocken durch NH, ohne Farbanderung, sondern gilt auch fiir den 


1 Die gleichen Umstande gewinnen auch bei den EiweiSkérpern in 
ihrem Verhalten zu den negativen lyophoben Kolloiden dort an Bedeu- 
tung, wo, in erster Reihe abhaingig vom pg, die freien positiven Ladungen 
abnehmen oder verschwinden. Auf diese Fille soll in einer folgenden 
Mitteilung, die die Bedingungen fiir eine reine Schutzwirkung zum Gegen- 
stand haben wird, eingegangen werden. 
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Kintritt der Flockung erst auf Zusatz von Saure. Ganz iibereinstimmend 
mit den typischen Purpurreaktionen erscheinen die Verhaltnisse beim 
neutralen Alkalicaseinat, dem die A*-Form der wasserléslichen Proteine 
fehlt, und das, wie Zinnsiure allein, Kongoblausole und das Goldsol 
nicht flockt, sondern erst z. B. auf Einleiten von CQ,. 

Durchaus erwartungsgemiB verhielt sich unser Kieselsiuresol, 
indem es, bei seiner Saureunempfindlichkeit, mit Kongoblausol auf 
(O,-Einleiten keine Flockung gab. Auch die Stabilitat der Mischungen 
unseres reinsten Goldsols mit Kongofarbsolen bedarf keiner weiteren 
Erlauterung, desgleichen bieten die Kombinationen der letzteren mit 
Al, O,-Solen als typische Reaktionen gegensinniger lyophober Kolloide 
fiir das Verstandnis keinerlei Schwierigkeiten. 

Unsere Beobachtungen iiber die Reaktionen reinster lyophober 
negativer Kolloide mit EiweiBkérpern und iiber die ,,Purpur‘*- Bildungen 
mit Zinnsduresol lassen unseres Erachtens keinen Raum fiir das Vor- 
liegen einer Reaktion ,,trotz gleichsinniger Ladung der reagierenden 
Kolloidteilchen und trotz fehlender chemischer Verwandtschaft zwischen 
den Teilchen’. Vielmehr lassen sich alle diese Fille auf konstitutiv 
begriindete, fiir samtliche Kolloidreaktionen typische elektrostatische 
Beziehungen zuriickfiihren. Fiir die sonst bekannten Schutzkolloide nicht 
ampholytischen Charakters wird man zum Verstindnis ihrer Reaktionen 
die Rolle des Dipolmoments und der Orientierungspolarisation nicht 
auBer acht lassen diirfen. 

Wieweit den von Zsigmondy in den Vordergrund geriickten, 
durch das wechselnde GréBenverhaltnis der reagierenden Kolloid- 
teilchen bedingten raumlichen Beziehungen in besonderen Fallen oder 
allgemein eine Bedeutung zukommt, wurde hier gar nicht gepriift, da 
es sich lediglich um die bei der Teilchenvereinigung wirksamen Kriifte 
handelte. Nur auf einen bisher anscheinend kaum beriicksichtigten 
Umstand miéchten wir die Aufmerksamkeit lenken. Es ist nicht an- 
zunehmen, daB die Ladungen von Kolloidteilchen, die wir allgemein 
an ionogene Komplexe der Oberfliiche oder, wie beim EiweiB, an als 
solche funktionsfahige Gruppen des groBen Molekiils gebunden denken, 
auf der Teilchenoberfliche starr fixiert sind. Ihre Verschiebbarkeit 
und ihre Polarisierbarkeit kann vielmehr ein groBes MaB erreichen, und 
sie kinnen bei Auftreffen eines entgegengesetzt geladenen, hochwertigen 
Kolloidions starke Drehungen oder Hiiufungen! gegen die Beriihrungs- 


' Der entgegengesetzte Effekt wird beim Zusammentreffen gleich- 
sinnig geladener Kolloidteilchen eintreten, deren Ladungsdichte unter 
jenen Wert gesunken ist, der ein vdélliges ZusammenstoBen der Teilchen 
praktisch hindert. Hier wird eine wechselseitige Verdringung der gleich- 
sinnigen Ladungen an der Beriihrungsstelle erfolgen, wodurch das Haften 
der Teilchen und die Sekundirteilchenbildung begiinstigt wird. 
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stelle erfahren. Dadurch kénnen aber raiumliche Mifverhaltnisse ode; 
starke Diskrepanzen der Ladungsdichte der beiden reagierenden Kolloic 
teilchen wesentlich gemildert oder kompensiert werden. 

Denken wir uns etwa schematisch zwei gleich groBe kugelférmige 
gegensinnig und gleich dicht geladene Solteilchen zusammentreffen« 
so ist zu erwarten, daB der Ladungsausgleich infolge der Verschie} 
und Polarisierbarkeit der aufladenden Gruppen nicht auf die Ladungen 
im Punkte der Beriihrung beschrankt bleiben, sondern sich auf 
einen mehr oder weniger breiten Umkreis derselben, unter Umstianden 
selbst auf die ganze Teilchenoberflache ausbreiten wird. Wir glauben 
daB ohne eine Verschiebbarkeit der Oberflichenladungen die nachweisbare 
unter bestimmten Bedingungen praktisch vollkommene Entladung 
bei der Reaktion entgegengesetzter Kolloide itiberhaupt nicht zu ver 
stehen ist, und jene mu deshalb bei allen riiumlichen Betrachtungen 
iiber Kolloid-Kolloidreaktionen in Riicksicht genommen werden. 

Zum SchluB méchten wir nur einige Bemerkungen iiber die bio- 
chemische Seite der gefundenen Ergebnisse anreihen. Vorerst haben 
sich dreierlei Arten von empfindlichen EiweiBreaktionen ergeben 
denen, wie an anderer Stelle gezeigt werden soll, auch interessante 
Anwendungsmiglichkeiten selbst fiir medizinische Zwecke zukommen 
kénnen. Die Flockungsreaktion mit dem reinen Kongoblausol labt 
eine gewisse Spezifitit gegeniiber den verschiedenen EiweiSkérpern 
erkennen, als eine selbst den GréBenordnungen nach auseinander- 
gehende Verschiedenheit der Schwellenwerte. Die Flockung des Farbsol 
EiweiBgemisches unter Mitwirkung von Kohlensaure diirfte vielleicht 
die empfindlichste bekannte EiweiBbreaktion vorstellen, zugleich ist 
fiir diese Reaktion die Differenzierung der Eiweibkérper so gut wie 
ganz aufgehoben. 

Eine dritte Form der Anwendung des Kongoblausols beruht auf 
seinem hochempfindlichen Farbumschlag, der zunichst Spuren von 
Alkali anzeigt, die sonst leicht dem Nachweis entgehen. Abgesehen 
von dem raschen Umschlag in weniger bestandigen Glasern oder in 
nicht hochgereinigtem Filterpapier, zeigt sich schon eine spurenweise 
bakterielle Zersetzung von reinsten EiweiBlésungen durch die ober 
flachliche Rétung im Kongoblaugemisch an, die bereits bei mehr 
stiindigem Stehen an der Luft eintreten kann. 

Eine besonders interessante Anwendung des Farbumschlags fii 
den EiweiBnachweis ist ferner dadurch miéglich, daB die vollkommenc 
Reversibilitat des durch Erhitzen erzeugten Farbwechsels von Blau in 
Rot beim Abkiihlen durch sehr kleine anwesende Mengen von Eiweil 
aufgehoben wird und die Lésung nun dauernd rot bleibt. Auf diese 
Weise lassen sich Mengen von 10~* mg Glutin im Kubikzentimeter 
sicher erkennen. Da das fiir sich erhitzte und dann abgekiihlte Glutin 
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ion Umschlag von zugesetztem Kongoblau in Rot nicht hervorruft, 
ist es zweifelhaft, ob oder wieweit eine spurenweise Ammoniakabspaltung 
aus dem erwarmten Eiweib bei der obigen Reaktion mitwirkt. Eine 
andere Méglichkeit des Mechanismus fiir die eingetretene [rreversibilitat 
der Farbanderung in Rot wire dadurch gegeben, daB die nach Hantzsch 
den Farbwandel begleitende Anderung am basischen Stickstoff des 
Farbmolekiils zur Ammoniumform eine Reaktion mit den Carboxyl- 
gruppen des Proteins, und damit eine festere wechselseitige Ver- 
kniipfung der basischen und sauren Gruppen des Farbstoffs und Proteins 
begiinstigen kénnte, die nunmehr eine Riickumlagerung am N zur 
blauen Form und die Vergréberung der Zerteilung hindert. Durch 
diese, sicher noch beweisbediirftige, Hypothese wiirde es verstindlich, 
daB anscheinend nicht die Erwirmung des Proteins, sondern der 
Temperatureffekt auf die Farbstoffmolekiile fiir diese Reaktion 
wesentlich ist. 

Die Berechnung des Kolloidiquivalents in verdiinnten Kongo- 
blaulésungen lehrt, daB nur ein kleiner Bruchteil' der im Solteilchen 
vereinigten Farbmolekiile oberflichlich ionogen ist, und es ist kein 
Zweifel, da8 fiir den Umschlag in Rot die Anderung dieser Oberflaichen- 
anteile nicht ausreicht, sondern auch die iibrigen Molekiile ergreifen 
mub. Offen muB es noch bleiben, ob die mit dem Umschlag verbundene 
konstitutive Anderung infolge ,,Durchreaktion’ in das Teilcheninnere 
fortschreitet, oder ob die den Farbwechsel begleitende VergréBerung 
des Dispersitétsgrades und der Teilchenoberfliche geniigt, um alle 
Farbmolekiile direkt reaktionszuganglich zu machen. 

Die Untersuchungen werden in verschiedener Richtung fort- 
gefiihrt, um auch in theoretischer Hinsicht notwendige Erginzungen 
vornehmen zu kénnen. 


' Das wiirde einen wesentlichen Unterschied gegen die Struktur der 
ionischen Seifenmizelle Mc Bains bedeuten, in welcher simtliche Fettséure- 
molekiile eine Langmuirsche Orientierung mit ihren sauren Gruppen gegen die 
Grenzfliche des Teilchens (Wasser) erfahren haben. Diese Verschiedenheit 
wire konstitutiv unschwer verstandlich, da der scharf polaren Anordnung 
der hohen Fettséuren mit der endstandigen Carboxylgruppe, bei den 
Farbstoffen infolge ihrer Aminogruppen ein mehr amphoterer Aufbau 
entspricht. 











Uber den Zusammenhang 
von Spinnfahigkeit und Struktur beim Eierklar. 


Von 
J. Jochims. 


(Aus der Universitaéts-Kinderklinik Kiel.) 


(Eingegangen am 27. September 1928.) 


Spinnfaihigkeit, d. h. die Eigenschaft, fadenziehend zu sein, kann 
man bei einer ganzen Reihe verschiedenartiger biologischer, aber auch 
nichtbiologischer Substanzen feststellen. Es sei erinnert an tierische 
und pflanzliche Schleime, an Hiihnereierklar, Spinnenfiaden, Seide usw. 
Diese merkwiirdige, theoretisch bisher nur wenig untersuchte Figen. 
schaft, erwies sich als experimentell gut erfaBbar. 

Die quantitative Untersuchung der Spinnfahigkeit von Hiihner- 
eierklar gibt, wie in einer friiheren Arbeit! gezeigt werden konnte 
unter Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen gleichmaBige kon- 
stante Werte. Es konnten auch einige charakteristische Anderungen 
der rélativen Spinnfahigkeitswerte, ausgedriickt in Zentimetern aus- 
gesponnener Fadenlinge, bei Wechsel von Temperatur, Salz- und 
Wassergehalt dargestellt werden. 

Wesentlich schwieriger steht es mit der theoretischen Deutung 
Worauf beruht die Spinnfaihigkeit? Welche Bedingungen miissen 
erfiillt sein, damit eine Substanz spinnfahig ist ’ 

Die Erscheinung diirfte sehr komplexer Art sein. Bei ihrem Zu 
standekommen mégen eine Reihe verschiedenartiger Faktoren zu- 
sammenspielen; Faktoren, deren Art und Bedeutsamkeit durch be- 
sondere Versuche zu kliren sein werden. Es scheint sich immer um 
kolloide Systeme zu handeln. Auf den EinfluB der Viskositat wurde 
schon friiher' kurz hingewiesen. Ein Faktor scheint jedoch von iiber- 
ragender Bedeutung zu sein, namlich die innere Struktur der spinn 
baren Substanz; wenigstens beim Eierklar, das wir in erster Linie unter. 
suchten. Jedoch weist auch bei anderen spinnbaren Substanzen vieles 
auf die Bedeutung der Strukturfrage hin. 


1 J. Jochims, Kolloid-Zeitschr. 48, 361, 1927. 
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Auf die Bedeutung der inneren Struktur der Fliissigkeit fiir das 
Fadenbildungsvermégen wurde schon von Wo.Ostwald', ferner 
H. Zocher® hingewiesen. 

Beim spinnbaren Eierklar mu8 das Vorhandensein feiner faden- 
formiger Gebilde in der Fliissigkeit angenommen werden. Hierfiir 
sprechen folgende Versuche: 

1. Der diinnfliissige, auBerlich homogene Anteil des Eierklars von 
Hiihnereiern, der also keinerlei Klumpen des dickeren Anteils mehr 
enthalt, wird mit dem Schaumbesen kraftig geschlagen, bis ein fester 
feiner Eierschnee entstanden ist. La8t man dann die Substanz in 
Ruhe stehen, so bildet sich im Verlauf von Stunden aus dem Schaum 
wieder fliissiges Eierklar zuriick. Diese Substanz, welche bekanntlich 
deutlich diinnfliissiger ist als das urspriingliche Eierklar, zeigt keinerlei 
merkliche Spinnfahigkeit mehr, wahrend das urspriingliche Eierklar 
eine Spinnfahigkeit von 5,5 cm Fadenlange aufweist. Durch den ProzeB 
des Schaumschlagens ist dem Eierklar also die Eigenschaft der Spinn- 
fihigkeit genommen worden. Dieser ,,Denaturierungseffekt’ ist vor- 
wiegend mechanisch zu deuten: durch das Schlagen sind Strukturen, 
welche vorher im Eierklar vorhanden waren, zerstért worden (s. unter 3.). 

2. Folgende Versuche liefern einen weiteren, wenn auch zunichst 
indirekten Hinweis auf Vorhandensein und Bedeutung von Fliissigkeits- 
strukturen. Benutzt wurde frisches Eierklar von Hiihnereiern, und 
zwar wiederum dessen diinnfliissiger, dauBerlich homogener Anteil. 

Bringt man einen gesponnenen fliissigen Faden von Eierklar vor- 
sichtig in ein Luftbad von knapp 100° Temperatur, so gerinnt er sehr 
rasch. Er verliert seine FlieBbarkeit, und sein wasserklares Aussehen, 
wird weiSlich durchsichtig und gallertig. Betrachtet man den ge- 
ronnenen Faden genauer, so erkennt man, daB er aus einer Unzahl 
feiner Faserchen besteht, die zueinander parallel liegen, und deren 
Langenausdehnung scheinbar unbegrenzt ist. Am _ iibersichtlichsten 
wird das Bild, wenn man den frisch geronnenen Faden auf einen Objekt- 
triger legt und den Faden bis auf einen kurzen Stumpf mit einem 
Deckglas sanft breit driickt. Dann sieht man, wie von dem unverandert 
gebliebenen Stumpf aus die Fasern in groBer Zahl pinselférmig aus- 
einandergebreitet worden sind. Die bei LupenvergréBerung als eins 
erscheinenden Fiserchen bestehen wiederum aus einem Biindel noch 
feinerer, ziemlich gleich dicker Einzelfibrillen, was man jedoch meist 
nur an den Bruchenden, an denen feine Fibrillenstiimpfe verschieden 
weit hervorlugen, erkennen kann. 


1 Wo. Ostwald, Die Welt der vernachlassigten Dimensionen, 9. und 
10. Aufl., 1927. 
2? H. Zocher, Zeitschr. f. anorg. Chem. 147, 1925. 
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Es handelt sich nicht etwa um Rippenbildungen am Umfang «es 
gesamten geronnenen Fadens (etwa analog den von Z£. Hatsch:)' 
studierten Koagulationsformen), sondern um echte Fibrillenbildung«: 
Die Hitzekoagulation des Eierklarfadens verlaiuft also nicht réhren.- 
oder schalenformig, wie man sie beim Fehlen jeglicher inneren Strukt ur 
erwarten sollte und wie sie z. B. P. P. von Weimarn? bei seinen Unter 
suchungen tiber faserige Niederschlage beschreibt, sondern fibrillar 
im Aussehen einem aus vielen Einzeldrihten zusammengesetzten 
Telegraphenkabel ahnlich. 


Derartige fibrillare Koagulation tritt auch auf, wenn man Eierklar 
in kochendes, destilliertes Wasser tropfen 14Bt. Es entsteht dabei ein 
zentimeterlanges, zusammenhangendes Fibrillenbiindel. Nicht sichthar 
sind jedoch die Fibrillenbildungen, wenn man die Hitzekoagulation an 
einem Tropfen in Ruhe befindlichen Eierklars, etwa auf einem Objekt 
triger unter dem Deckglas vornimmt. In letzterem Falle hat cic 
koagulierte, gallertige Substanz unter dem Mikroskop ein regellos 
kérniges Aussehen. Es ist also eine gerichtete Kraft (Strémung, ein 
seitiger Zug usw.) im Moment der Koagulation zur Sichtbarmachung 
bzw. Ausbildung der Fibrillen nétig. 

Die gerichtete, fibrillire Koagulation des gesponnenen Eierklars deutet 
darauf hin, daB im Moment des Gerinnens anisodiametrische Strukturen 
in dem Fliissigkeitsfaden vorhanden gewesen sein miissen. Ob die Teilchen 
(etwa von Stiibchen- oder Fadenform)* auch in der Ruhe ausgesprochen 
anisodiametrisch sind, oder ob Teilchen vorliegen, die erst durch dir 
mechanische Beanspruchung einseitig deformiert* wurden, kann durch 
diesen Versuch nicht entschieden werden. Eine Untersuchung des fliissigen 
‘Eierklérs auf Strémungsdoppelbrechung in einem rechteckigen Rohr verliect 
negativ. 

Das nicht spinnfahige Eigelb zeigt all diese Erscheinungen nicht. 

Eine fibrillare Koagulation von Eiklar erhielt schon v. Ebmer®, als 
er bei dem Versuch, die Anisotropie tierischer Gewebe zu erklaren, experi- 
mentell Faserstrukturen erzeugte: er spritzte Hiihnereiwei8 — und ahnlich 
so verhielt sich tierischer Schleim (von der Rachenschleimhaut), ferner 
Leim, Kirschgummi — im Strahl aus einer engen Kaniile in absoluien 
Alkohol. Die gefundenen Fibrillen zeigten schwache positive Doppe! 
brechung. 

3. Wenn man aus den bisher beschriebenen beiden Versuchs- 
gruppen auf einen Zusammenhang von Fliissigkeitsstruktur und Spinn- 


1 BE. Hatschek, Die Naturwissenschaften 15, 1927. 

2 P. P. von Weimarn, Kolloid-Zeitschr. 44, 163, 1928. 

3 Siehe z. B. W.J. Schmidt, Die Naturwissenschaften 12, 1924. 

4 Siehe hierzu auch Wo. Ostwald, Kolloid-Zeitschr. 48, 200, 1927 

5 ». Ebner, Untersuchungen iiber die Ursachen der Anisotropic 
organisierter Substanzen, 8S. 226. Leipzig 1882. 
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fahigkeit schlieBen will, so muB nachgewiesen sein, daB das nach (1.) 
dargestellte, nicht mehr spinnfahige Kierklar die unter (2.) beschriebene 
fibrillare Koagulation nicht mehr aufweist. 

Das gelingt in der Tat weitgehend : 14Bt man das nach dem Schlagen 
wieder fliissig gewordene Eierklar, das also nicht mehr spinnfahig ist, 
in kochendes Aqua dest. tropfen, so entsteht nicht das unter (2.) be- 
schriebene zentimeterlange, zusammenhangende, fibrillare Koagulat, 
sondern es bilden sich einige wenige, meist isolierte, héchstens 2 bis 
3mm lange koagulierte Faserchen, wahrend der gréBte Teil des Eier- 
klars sich in dem kochenden Wasser ,,auflést*. 

DaB noch ein kleiner Rest von Fahigkeit zu fibrillarer Koagulation 
bestehen blieb, wird man bei der recht groben Art der Homogenisierung 
des Eierklars mittels Schaumbesens nicht verwunderlich finden. 

Es 1aBt sich demnach zeigen, dab beim Eierklar Spinnfahigkeit und 
Fliissigkeitsstruktur eng zusammenhingen. In dem_ spinnfihigen 
Kierklar miissen fadenférmige Gebilde angenommen werden, deren 
Ausdehnungen in zwei Richtungen des Raumes von mikroskopischer 
oder noch geringerer, in der dritten Richtung aber woh] makroskopischer 
GréBenordnung zu veranschlagen sind. Man wird hierbei an meso- 
morphe Phasen im Sinne Friedels! denken. 

Die Langenausdehnung wird auBerordentlich tiberwiegen, weit 
mehr als es etwa bei nur stabchenférmigen Teilchen der Fall ist. Dab 
Vorhandensein und Ausrichtung stdbchenférmiger Teilchen im Sol 
nicht zur Erklarung der Spinnfahigkeit geniigt, sieht man am Beispiel 
des V,0,-Sols, das ausgesprochen staibchenférmige Teilchen besitzt, 
aber nicht spinnfihig ist. 

4. Auch bei menschlichem Sputum, insbesondere dem beim Keuch- 
husten ausgehusteten, iiber dessen ausgepragte, fiir die Erklarung des 
Keuchhustenanfalls bedeutungsvolle Spinnfahigkeit an anderer Stelle 
ausfiihrlich berichtet wurde?, muB man einen Aufbau aus anisodia- 
metrischen, fadenformigen Teilchen annehmen: die glasige Sputummasse 
beherbergt immer eine mehr oder weniger grobe Menge von Zellen 
(Leucocyten usw.). Zieht man nun das Sputum zu einem Faden aus 
und 14Bt es dabei koagulieren, oder streicht man es auf einem Objekt- 
trager flach aus, so erkennt man unter dem Mikroskop, daf die im 
Sputum befindlichen Zellen in die Lange gezogen und streng in Langs- 
reihen, parallel der Zugrichtung, angeordnet sind. 

5. Wie steht es nun mit der Bedeutung fadenférmiger Strukturen 
bei anderen spinnfaihigen Substanzen! Zsigmondy*® sagt in seinem 
Lehrbuch folgendes iiber die fadenziehenden Seifen: ,,In Natriumoleat- 

1 @. Friedel, Ann. d. Phys. 18, 1922. 


2 J. Jochims, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 45, 542, 1928. 
3 Zsigmondy, Kolloidchem., 5. Aufl., 2, 176. 
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gallerten bilden sich asbestartige Faden aus... Treten sehr viele 
derartige Faden nebeneinanderliegend auf, so kann man makroskopise |; 
das Auftreten fidiger Biindel erkennen. Auf dem Vorhandensein de: 
artiger Faden beruht das Fadenziehen der Oleatgallerten’. H. Freun: 
lich! halt diese Faden fiir eine mesomorphe Phase. Auch fiir noch 
andere spinnbare Substanzen, wie Spinnfaiden des Schmetterlings 
Fibrinfaiden?, natiirliche Seide*, ist ein fibrillarer Aufbau bekannt‘ 


Zusammenfassung. 


1. Es wird auf die Haufigkeit des Vorkommens von Spinnfihigkeit 
d. h. die Eigenschaft, fadenziehend zu sein, bei biologischen Substanzen 
hingewiesen. 

2. Beim Hiihnereiklar, das ausgesprochene Spinnfahigkeit zeigt, 
hangt diese Eigenschaft eng zusammen mit dem Vorhandensein faden- 
férmiger Strukturen in der Substanz. Das wird gezeigt an Hand dreier 
Versuchsreihen : 

a) Schlagt man bisher spinnfahiges Eiklar zu Schaum, so ist 
nach Wiederverfliissigung die Spinnfahigkeit verloren. 

b) Bei der Gerinnung eines gesponnenen Eiklarfadens oder eines 
in kochendes Wasser fallenden Eiklartropfens erhilt man ein aus. 
gesprochen fibrillar aufgebautes Koagulat. 

c) Das nach a) durch Schlagen seiner Spinnfahigkeit beraubte 
Eiklar ergibt beim Gerinnen keine Fibrillenbildung mehr. 

3. Auch beim fadenziehenden menschlichen Sputum ist ein Aufbau 
ans fadenférmigen Gebilden anzunehmen. Fibrillarer Aufbau ist aus 
der Literatur fiir eine Reihe weiterer spinnfahiger Substanzen bekannt 
und besonders bei den Seifen und neuerdings bei den spinnbaren Hydrat 
cellulosen auch schon zur Erklarung dieser Eigenschaft herangezogen 
worden. 


1 H. Freundlich, Fortschr. d. Kolleidchem. 1926, 8. 80. 

2 Hekma, diese Zeitschr. 74, 63 und 219, 1916. 

3 P. P. von Weimarn, Koll. Zeitschr. 45, 163; 46, 36, 1928. 

4 Nach Fertigstellung dieser Arbeit berichtet auf der soeben beendeten 
VII. Hauptversammlung der Kolloid-Gesellschaft O. Faust mm einem ein 
gehenden Referat ,,iiber spinnbare Hydratcellulosen“. Auch bei diese: 
spinnbaren Substanz wird dem fibrilliren Aufbau maBgebende Bedeutuny 
fiir das Zustandekommen der Spinnbarkeit beigemessen. 
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Uber gegenseitige Beeinflussung der Léslichkeit von Proteinen. 


Von 
G. Ettisch, W. Ewig und H. Sachsse. 


\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 11. Oktober 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 

Von einer Reihe von Autoren! wird angegeben, in welcher Weise 
die Fallungsgrenzen fiir die Serumfraktionen von der Verdiinnung 
des Serums abhangen. Nirgends findet man aber nach unserer Kenntnis 
ein Eingehen auf die l’rsache dieser Erscheinung. Es wird lediglich 
die Tatsache der im gewissen Bereieh flieBenden Grenze fiir die Fallung 
registriert. Bei eigenen Untersuchungen stieBen wir gleichfalls auf 
derartige Erscheinungen. Dabei drangte sich uns die Frage auf, ob 
hier nicht eine Beeinflussung der Léslichkeit der Proteine durch die 
(regenwart der anderen SerumeiweiBkérper in Frage kame. 

Eine experimentelle Priifung dieses Gedankens sollte auf Grund 
der folgenden Uberlegung méglich sein. Natives, also unverdiinntes 
Serum wird bei Zimmertemperatur zu einem Drittel mit (N H,),SO,- 
Lisung gesattigt, der Niederschlag darauf mit ebenfalls '/,-gesiittigter 
Losung des fallenden Salzes ausgewaschen und die Menge des sich 
im Waschwasser wieder lisenden Proteins bestimmt. DaB recht be- 
trachtliche Mengen davon beim Waschen verloren gehen, ist eine 
bekannte Tatsache. Sie ist aber nie auf ihren physiko-chemischen 
Mechanismus untersucht worden. Es erschien uns eigentiimlich, dab 
eine so groBe Proteinmenge beim Waschen mit demselben Mittel ,.ver- 
loren gehen* sollte, mit dem sie vorher gefallt worden war. Allem 


' Literatur s. O. Hammarsten, Lehrbuch der Physiologischen Chemie, 
sowie Hoppe-Seyler-Thierfelder. 
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Anschein nach waren die allgemeinen Bedingungen beim Wasche» 
nicht dieselben wie beim Fdllen. Fiir eine Milieuénderung kam vor 
allem das Fehlen derjenigen Eiweibkérper im Waschwasser in Bi 
tracht, die im Serum unter jenen Fallungsbedingungen gelést blieben 
In Abwesenheit jener beim Ausfillen geliést gebliebenen Proteine 
vermochte eben ein Teil oder, was noch zu entscheiden war, ein: 
bestimmte, eigenartige Molekiilgruppe wieder in Lésung zu gehen. War 
diese Uberlegung richtig, so muBte das Hinzufiigen von Proteinen 
jenen Betrag des sich wieder lésenden Eiweibes aus dem Niederschlag 
beeinflussen. Auch eine Entscheidung der eben angeriihrten Frage 
muBte sich aus dem Verlauf der Messungen ergeben. Bestand jene 
Beeinflussung in der Tat, so muBte an der Art der Wiederauflisung 
sich zeigen, ob lediglich ein gewisser Bruchteil bei jeglicher Waschung 
wieder in Lésung iibergeht. Dann muBte naimlich allmahlich der gesamte 
Niederschlag sich fortwaschen lassen, ein nach aller Erfahrung un- 
wahrscheinlicher Vorgang, oder aber die Auswaschung strebt einem 
Grenzwert zu, bei dem eine gewisse Eiweifimenge zuriickbleibt, also end- 
giltig ungelést verharrt. In diesem Falle war anzunehmen, daB jener 
wiederlésliche Anteil aus besonderen Molekiilen besteht, die nur unter 
den anfangs vorhandenen Bedingungen aus dem nativen Serum in 
den Niederschlag gingen. Bei Abwesenheit anderer EiweiBkérper 
sind sie dagegen in '/,-gesattigter (NH,).SO,-Lésung léslich. Fiigte 
man dieser Liésung aber Proteine zu, so muBbten die anfianglichen Be- 
dingungen der Unléslichkeit wieder hergestel]t sein. 

AuBer der Frage der gegenseitigen Léslichkeitsbeeinflussung 
wiirde damit auch ein — wenn auch vorlaufig nur orientierendes 
Licht geworfen auf die Frage der inneren Besonderheit der Fraktionen 


Il. 


Im einzelnen wurde bei den diesbeziiglichen ersten Untersuchungen, 
die zunachst bei der */,-Sittigungsfraktion einsetzten, spiter aber 
auch die anderen umfassen sollen, in folgender Weise vorgegangen. 
10 cem natives Rinderserum wurden mit 5 ccm gesattigter (N H,),S0,- 
Lésung versetzt und in fest verschlossenem GefaB 24 Stunden stehen- 
gelassen. Darauf wird der Niederschlag zentrifugiert, wobei ebenfalls 
auf dichtesten VerschluB geachtet wird. Es miissen hierbei naturgem:il! 
Verdunstungserscheinungen unbedingt vermieden werden. Hierau! 
werden 10 ccm Fhissigkeit abpipettiert und ihr Brechungsindex refrakto- 
metrisch bestimmt. Dieses geschah mit Hilfe eines Zeissschen Eintauclh- 
refraktometers!. Daraus wurde dann die EiweiBkonzentration be- 


1 Das Instrument war uns von der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft in dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt worden. 
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rechnet. Die tibrigbleibenden 5 cem, die den Niederschlag enthalten, 
werden mit 10 cem Waschlésung versetzt und nach gutem Umriihren 
wieder zentrifugiert. Dann werden abermals 10 ccm abpipettiert, 
refraktometriert, der Rest mit 10 ccm frischer Waschlésung versetzt 
und so fort. Dieser Vorgang wird so lange wiederholt, bis die Wasch- 
jisung sich in bezug auf ihren Brechungsindex innerhalb der Fehler- 
grenzen nicht mehr andert. 


Als Waschlésung gelangte zur Verwendung: 1. reine '/,-gesiittigte 
(NH,),.SO,-Lésung, 2. '/,-gesattigte (NH,),.SO,-Liésung, der noch 
EiweiBkérper zugesetzt waren, und zwar Eieralbumia (Merck), Pan- 
treatin (Pankreatinum absolutum, Merck) und Serumalbumin. Das 
zuletzt genannte Protein wurde gewonnen durch Elektrodialyse von 
unverdiinntem, nativem Serum mittels der Albuminmembran nach 
Ettisch und Ewig' als positivem Diaphragma; eine Pergamentmembran 
bildet das negative. Es wurde so lange dialysiert, bis kein Eiweib- 
ausfall mehr erfolgte. Der fliissige Dialyserest wurde darauf im Vakuum 
bei etwa 40° konzentriert, da wir auf hohe Eiwei8konzentration im 
Waschwasser Wert legen muBbten. Diese Fliissigkeit wurde dann im 
Verhaltnis 2:1 mit gesattigter (NH,),SO,-Lésung versetzt. Dabei 
fallt noch einmal ein Teil des EiweiBes aus. Dieses zeigt, dag der durch 
Dialyse gefdllie EiweiBkérper keineswegs durchaus mit dem durch 
| ',-Fdllung erhaltenen identisch ist. Auf diesen Umstand soll am SchluB 
der Arbeit noch naher eingegangen werden. Darauf wurde vom Nieder- 
schlag abzentrifugiert, und die tiberstehende Fliissigkeit zu den Ver- 
suchen verwendet. Wir kamen auf diese Weise in den Besitz von 
Ammonsalzlésungen mit bis zu 6,5°, EiweiBS (Serumalbumin). Das 
entspricht ungefahr der bei '/,-Fallung in Lésung gebliebenen Eiweib- 
menge. Von Eieralbumin konnten wir Lésungen bis zu 8,5°,, her- 
stellen, von Pankreatin bis zu 6,0°,. Weiterhin sei erwaihnt, dab wir 
noch Versuche mit Gelatine, Agar, Starke, Nucleinsdure und Hdmo- 
globin unternahmen. Sie ergaben aber keine geeigneten Léisungen, 
da diese Eiweibkérper entweder koagulierten oder, wie beim Hamo- 
globin, keine refraktometrierbaren Lésungen lieferten. Auch das 
Pankreatin lést sich nicht véllig klar, und es ist schwierig zu refrakto- 
metrieren. Bei einiger Ubung gelingt dieses aber unter Inkaufnahme 
geringer Ungenauigkeiten, die aber fiir unsere Versuche ohne  Be- 
deutung sind. 

Zunichst ist die jeweilige EiweiBkonzentration in der Wasch- 
fliissigkeit zu ermitteln. Da erstens die Beeinflussung des Brechungs- 
exponenten durch EiweiBkérper fiir alle Eiweibkérper des Serums 


1 G. Ettisch und W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
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annihernd die gleiche ist’, da zweitens bei Anwesenheit anderer Kérper 
{hier (NH,),S8O,] der Brechungsexponent des Gemisches sich additiy 
aus denen der Komponenten zusammensetzt, so kann man im vor- 
liegenden Falle aus der Differenz der Refraktometerwerte der Wasch- 
lésung und reiner !/,-gesattigter Ammonsulfatlisung sofort die Eiwei\}- 
konzentration berechnen. Es wurde dabei ein Skalenteil am Refrakto. 
meter gleich 0,2°, EiweiB gesetzt. Diesen Wert erhilt man durch 
Extrapolation der aus den Refraktometertafeln abzulesenden Diffe. 
renzen niedriger Skalenteilstriche in das Gebiet vorliegender hoher 
Konzentrationen. 

Man gelangt zu einer klaren Einsicht der beim Auswaschen von 
EiweiSfraktionen auftretenden Anomalien, wenn man sich zuerst 
die Frage stellt: Wie miifte die theoretische Auswaschkurve verlaufen ' 
Um diese Frage beantworten zu kénnen, werden folgende zwei An. 
nahmen gemacht: 

1. Es sollte das Volumen des Niederschlags gegeniiber dem der 
Fliissigkeit zu vernachlissigen sein, d. h. also, simtliche 5 cem sollten 
Fliissigkeit sein und im Durchschnitt dieselbe Konzentration an ge- 
listem EiweiB und geléstem Ammonsulfat besitzen, wie sie in den 
abpipettierten 10 cem vorlagen. 

2. Der Vorgang sollte eine reine Auswaschung sein. Es sollte 
also kein gefdlltes EiweiB wieder in Lésung gehen. 

Unter diesen Voraussetzungen muB die EiweiBkonzentration in 
der abpipettierten Flissigkeit von Waschung zu Waschung auf den 
dritten Teil sinken. Es entsteht auf diese Weise eine geometrische 
Reihe. 

Wieweit die erste Voraussetzung berechtigt ist, wird bald noch 
genauer auseinandergesetzt werden. Die Abweichung von der zweiten 
Annahme aber wird ein Maf sein fiir die GréBe der Wiederauflésung 
von primdr gefdilltem Eiweif. 

Wir kommen zunichst auf die erste Annahme zuriick. In der 
Tat wird der jeweilige aus der Differenz errechnete EiweiBwert durch 
eine Konzentrationsinderung der Ammonsulfatlésung gefalscht. Weiter- 
hin aber wird dadurch der gesamte Vorgang beeinfluBt. Man wischt 


1 Auf der einen Seite (Rohrer) wird Ubereinstimmung der Brechungs- 
exponenten fiir beide Kérper angegeben, von anderer dagegen (Robertson. 
Reiss) wurden Unterschiede gefunden, die aber sehr gering sind. Wir sini 
uns bewuBt, daB diese Frage wohl noch ein wichtiges Problem darstellt, 
kénnen aber auch nicht umbhin, darauf zu verweisen, da® selbst wenn 
geringe Unterschiede wirklich einwandfrei einmal festgestellt wiirden, 
dieses fiir unsere Versuche von keiner erheblichen Auswirkung sein wiirde. 
Aus diesem Grunde haben wir jene einfachste, wenn auch _ vielleicht 
quantitativ einmal zu korrigierende Annahme gemacht. 
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ja alsdann nicht mehr mit derjenigen (NH,),SO,-Konzentration aus, 
die auch in der tiber dem Niederschlag befindlichen Fliissigkeit herrscht. 
Setzen wir voraus, daB sich das Gleichgewicht von Ammonsulfat- 
konzentration und gefallter EiweiBmenge von beiden Seiten in gleicher 
Weise einstellt, daB also zu einer bestimmten Konzentration jenes 
Salzes eine bestimmte gefallte EiweiBmenge gehért, gleichgiiltig, ob 
man, von niedrigen Konzentrationen ausgehend, die Konzentration 
steigert und damit EiweiB fallt, oder aber, daB man von hohen Kon- 
zentrationen ausgeht, die Salzmenge dann herabsetzt und dadurch 
EiweiB list; setzen wir also dieses voraus, so wird eine bestimmte 
Menge EiweiB beim Waschen mit '/,-gesattigtem Ammonsulfat in 
Lisung gehen, wenn sich beim FallungsprozeB die (NH,),8O,-Kon- 
zentration iiber '/,-Sattigung gesteigert hatte. 

Eine geringfiigige Steigerung wird man trotz aller -Vorsichts- 
maBnahmen auf Kosten der Verdunstung setzen miissen. Auch 
sorgfaltigstes Arbeiten kann diesen Vorgang nicht absolut ver- 
hindern. Parallelversuche mit reiner '/,-gesittigter Ammonsulfat- 
lisung lieBen uns den Fehler erkennen, mit dem hierbei zu rechnen 
war. Er war stets von einer konstanten geringen GréBe und zu ver- 
nachlassigen. 

Weiterhin fragt es sich, ob nicht durch den Fallungsvorgang 
selber die tiberstehende Fliissigkeit eine Konzentrationsanderung er- 
fahren kénnte, sei es, da’ Ammonsulfat an den Niederschlag gebunden 
ist (Konzentrationsverminderung), oder daB das Volumen des Nieder- 
schlags gegeniiber dem Gesamtvolumen der Flissigkeit nicht vernach- 
lassigt werden darf (s. auch weiter unten). Dieses ergibe eine Kon- 
zentrationserhéhung in der iiberstehenden Fliissigkeit. Das Auge 
scheint die letztgenannte Vermutung zu bestatigen. 4, stiindiges 
Zentrifugieren bei 3000 Touren bewirkt, daB der Niederschlag etwa 
4cem einnimmt. Dennoch ist es grundsiatzlich unzulassig, bei Eiweib- 
kérpern aus dem Aussehen auf das Volumen zu schlieBen, da sich 
die Menge eingeschlossener Fliissigkeit nicht ohne weiteres beurteilen 
la8t. Das wahre Volumen der EiweiBmolekiile kann nicht mehr als 
0.25cem betragen, da es sich héchstens um 2,5°, gefalltes EiweiB 
(bei 10 com 0,25 g) handelt, und das spezifische Gewicht auf jeden 
Fall gréBer ist als das der fliissigen Phase. Das scheinbare grobe 
Volumen wiirde alsdann durch Wasseraufnahme entstanden sein. 


Um die Frage der Konzentrationsinderung zu entscheiden, wurde 
sowohl vom Niederschlag als auch von der Fliissigkeit eine Sulfat- 
bestimmung gemacht. 20ccm Serum -+ 10ccm gesittigte (N H,),S0O,- 
Lésung wurden nach 24stiindigem Stehen zentrifugiert. Darauf wurden 
10cem abpipettiert, der Rest durchgeriihrt, von der Suspension ebenfalls 
10 ccm abpipettiert, in beiden Proben das EiweiB durch Hitzekoagulation 
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entfernt und SO; mit BaCl, nach Treadwell bestimmt. Die folgende 


Tabelle I zeigt das Ergebnis. 





Tabelle I. 
Substanz Gebekt on - H4)25O« Bestimmungsart 
19cem Niederschlag suspendiert .. . 1,711 gravimetrisch 
10 , tiberstehende Flissigkeit .. . 1,84 - 


Gesamte (NH,),SO,-Menge besteht aus 20 cem Niederschlag + 10 cem 
Fliissigkeit = 5,262 g (NH,).SO,. 

l0ecem (NH,),S0O,-Lésung enthalten 1,76 g¢ (NH,),80O,,  refrakto- 
metrisch bestimmt. 

In 30cem sind demnach enthalten: 3.1,76g¢ = 5,28 g¢ (NH,),SO,. 

Der Vergleich der beiden letzten Zahlen bildet eine innere Kontrol|: 
fiir die Genauigkeit der Sulfatbestimmung. Sie betragt demnach etwa 4° ,.. 


Es hat also die iiberstehende Fliissigkeit tatsichlich eine Kon- 
zentrationssteigerung erfahren, und zwar um 0,08 g Ammonsulfat in 
l0cem. Dieses macht 2,9 Skalenteile aus, was eine Filschung um 
2.9.0.2 = 0,58°%, EiweiB ausmacht. Man findet also nach dem 
ersten Zentrifugieren refraktometrisch einen EiweiBbetrag, der um 
dieses Ma8 zu groB ist. Es hat demnach eine Wasserverschiebung 
derart stattgefunden, daB dieses aus dem Medium in die koagulierten 
EiweiBteilchen tibergetreten ist. Auf diese Weise ist deren wahres 
Volumen gewachsen und zu gleicher Zeit die Lésung um den genannten 
Betrag konzentrierter geword>n. 

Es muBte infolgedessen festgestellt werden, in welchem Mabe dic 
gefallte EiweiBmenge mit der Ammonsulfatkonzentration variiert, um 
zu erfahren, welchen EinfluB die Konzentrationssteigerung des 
(NH,),SO, auf den Gang des Auswaschprozesses hat, denn das Wasch- 
wasser ist ja nur ein Drittel gesattigt, enthalt also 1,76 g in 10 ccm 
und ist demnach von geringerer Konzentration (0,08 g in 10 cem) als 
die abpipettierte Fliissigkeit. Es wurden deshalb zwei Proben an- 
gefertigt. Die eine wurde genau auf '/,-Sattigung, die andere auf eine 
Konzentration von 1,813 g auf 10 ccm gebracht. Nach 24 Stunden 
zeigten beide denselben Refraktometerwert. Was bei der zweiten 
also an (NH,),SO, mehr war, fehlte an Eiweib, da durch die héhere 
Elektrolytkonzentration mehr Protein gefallen war. Wir kénnen also 
sagen, die (NH,),SO,-Konzentration beeinfluBt den Fallungsvorgang 
in der Umgebung der '/,-Sattigung derart, daB 0,2°, EiweiB mehr 
in Lésung bleiben, wenn die Ammonsulfatkonzentration um 0,027 g 
in 10 ccm (entspricht einem Skalenteil) niedriger ist und umgekehrt 

Unter Voraussetzung der Reversibilitat des Fallungsvorganges 
muB man also erwarten, dab beim ersten Waschen mit '/,-gesattigte 
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(NH,).SO,-Lésung so viel EiweiB in Léisung geht, als der Konzen- 
trationsdifferenz entspricht, das sind 0,58°,. Das ist aber nur bei der 
ersten Waschung der Fall. Bei allen folgenden geht aus diesem Grunde 
nichts mehr in Lésung, da ja nun die Ammonsulfatkonzentration 
konstant bleibt. Verwendet man andere Waschwasser als das ge- 
nannte, so darf die Reversibilitét nicht mehr vorausgesetzt werden, 
da dann unter anderen Bedingungen gearbeitet wird. Hinsichtlich 
der EiweiBkérper wollen wir annehmen, daB sich deren Konzentration 
nicht geandert hat. Man wird alsdann einen gewissen Fehler machen. 
Ware es méglich, diesen zu_ beseitigen, so wiirde sich das Ergebnis 
zu unseren Gunsten verschieben. 

Nach diesen Uberlegungen stellt sich nun die theoretische Wasch- 
kurve folgendermaBben dar: Die Differenz zwischen der ersten ab- 
pipettierten Fliissigkeit und reiner, '/,-gesattigter Ammonsulfatlisung 
war zum Teil mit durch eine (N H,),SO,-Konzentrierung hervorgerufen. 
Der Betrag, der dem Eiweib entspricht, wird auf den dritten Teil sinken. 
Wir dirfen also blof die durch das EiweiB hervorgerufene Differenz be- 
riicksichtigen. Der errechnete Wert ist um '/,.0,58°%, = 0.19%, zu 
hoch. Beim zweiten Waschwasser miissen wir mit (2)?.0,58 °,, korrigieren 
und so fort. 
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Abb. 1. 


L Korrigierte theoretische Auswaschkurve. II. Wahre Auswaschkurve. III. Differenz beider Kurven. 


Abb. 1 zeigt die korrigierte theoretische Auswaschkurve (Kurve 1), 
ferner die wahre Auswaschkurve, die durch Auswaschen mit reiner, 
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1/,-gesittigter Ammonsulfatlésung erhalten wurde (Kurve II), und 
schlieBlich die Differenz beider Kurven (Kurve III). Diese letzt. 
genannte Kurve fiihrt demnach direkt die wieder geliéste Menye 
EiweiB an, bzw. deren Gang beim Auswaschen?. 

Die Tabelle I] bringt die dazugehérigen Werte. 


Tabelle Il. 





Uberschug der gelésten Eiweifimenge gegeniiber der theoretischen reinen Aus- 
waschung bei Verwendung von: 





Waschung : et rence ena 
0 iers 0; oe 0 e 0 . ( 
Nr '/9(NH4)2S0, yeh ee poy aoe a 
1 74,3 39 19 18 19 43 
2 54.3 28 18 9.2 +2 14 
3 43.5 15 9 6 —1 8 |= 
4 22.5 5,7 3,7 —2,1 +§ 1,5] 2 
5 19,5 1,2 3,2 + 0.6 0 8 Ss 
6 12,4 0 — 3,0 2 ix 
7 9 = 
8 6 
9 0 





Bemerkung: Bei den Zahlen fiir die EiweifSkérper handelt es sich darum, daG die betreffenden 
Proteine der '/3;+gesittigten (NH,)2SO,-Lésung zugesetzt waren. 


























50 50 T 
40 7 + - ; + 40 + 
30 : + + ; 30 
20 {a 7, 
10 i = } 10. 
l : : 
7 2 7. 5 7 2 & 5 
Abb. 2. Abb. 3. 
ea x Waschlésung mit 6°/, 1..O——) Waschlésung mit 6 °/, Serum. 
Eieralbumin. albumin. 
I. O——O ~Waschlésung mit 8,5), Il. @——@ Waschlésung mit 6,5 °/) Serum: 
Eieralbumin. albumin. 
Il. x x Waschlésung mit 6°/, Pan 
kreatin. 


Abb. 2 und 3 zeigen die entsprechenden Lésungskurven fiir die 
Auswaschungen mit denselben Elektrolyten, aber bei Gegenwart einer 
Reihe von EiweiBkérpern. Tabelle II gibt die Ubersicht tiber die 
dazugehérigen Zahlenwerte. Es handelt sich bei diesen um Milligramme 
EiweiB, die sich in 10 com Waschlésung mehr lésen als bei der theo. 
retischen Waschkurve. Es handelt sich bei ihnen also ebenfalls um 
Differenzkurven. 

Die hohen Werte im ersten Waschwasser finden zum Teil ihre 
Erklarung darin, daB die Ammonsulfatkonzentration im Waschwasser 


1 Es sei darauf hingewiesen, daB die Kurven mit den Werten fiir cic 
erste Auswaschung beginnen, nicht etwa mit denen der EiweiBwerte des 
ersten Filtrats. 
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kleiner war als in der ersten iiberstehenden Fliissigkeit. Aber schon 
im zweiten Waschwasser ]4Bt sich der UberschuB8 auf diese Weise 
nicht mehr erklaren. Es mu vielmehr ein Teil des Proteins wieder 
in Lésung gegangen sein. Man kommt also dazu, eine gegenseitige 
Lislichkeitsbeeinflussung der EiweiBkérper in bezug auf das Ammon- 
sulfat anzunehmen. Dieses wird dadurch bewiesen, daB man die Wieder- 
auflésung des gefdllten EiweiBes durch Zusatz anderer Eiweibkérper 
zur Waschfliissigkeit einschrdénken und auch ganz verhindern kann, 
und zwar geschieht dieses nach Mabgabe ihrer Konzentration. Daher 
muBte uns daran liegen, Waschfliissigkeiten mit mdglichst hohen 
EiweiBkonzentrationen zu verwenden, wovon oben die Rede war. 


Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung l4Bt sich im An- 
schluB an die Ausfiihrungen in der Einleitung nunmehr kurz angeben. 
Bin Teil des aus dem Serum durch '/,-Sdttigung mit (N H,),.SO, aus- 
gefallenen EiweiBes geht beim Auswaschen mit dem Fallungsmittel wieder 
in Lésung. Es ist also jene Beobachtung, nach der man bei diesem 
ProzeB einen sogenannten Hiweifverlust feststellte, zum gréBten Teil 
auf eine Wiederlésung von Eiweif zuriickzufiihren. Diese Wiederauf- 
lésung im Fallungsmittel hat ihren Grund in den veranderten physi- 
kalisch-chemischen Bedingungen des Auswaschens gegeniiber denen 
der Féllung. Diese Anderung hat ihre Ursache in der Abwesenheit 
von Eiweibkérpern, die beim Fallen zugegen waren. Man stellt damit 
also eine Beeinflussung der Léslichkeit von EiweiBkérpern infolge Gegen- 
wart anderer EiweiBkérper fest. Diese Beeinflussung hingt sowohl 
ab von der Art der EiweiBkérper, als auch von ihrer Konzentration. 
Die BluteiweiBkérper itiben einen besonders starken EinfluB aus. Es 
zeigen aber auch beliebige andere Proteine eine derartige Wirkung. 
Je héher ferner die Konzentration dieser Zusatzkérper ist, desto stirker 
ist ihr EinfluB. 

Es zeigt sich aber weiterhin, daB man von einem einheitlichen 
Niederschlag bei der '/,-Sattigung mit Ammonsulfat nicht reden darf. 
Er enthalt zum mindesten zwei verschiedene Gruppen von Molekiilen. 
Es gelingt namlich nicht, mit jeder Waschung eine konstante Menge bis 
zum ganzlichen Fortwaschen des Niederschlags wieder zu Jésen. Vielmehr 
bleibt schlieBlich eine gewisse konstante Menge zuriick. Man wird sich 
demnach vorzustellen haben, daB bei der */,-Fillung fiir zwei oder 
aber eine noch gréBere Zah] von Eiweibkérpergruppen des Serums die 
Bedingungen fiir ihren Ausfall geschaffen wurden. Zu diesen Bedin- 
gungen gehért fiir die eine Kérpergruppe vorzugsweise die Gegenwart der 
anderen Proteine. Beim Waschen allein mit '/,-gesattigter (N H,).S0O,- 
Léisung geht dieser Kérper bzw. diese Kérpergruppe wieder in Lésung, 
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wahrend fiir eine andere, von der erstgenannten unterschiedene, cic 
Bedingungen fiir ihre Léslichkeit auch beim Fehlen anderer Proteine 
nicht gegeben sind. 

Von dem auf diese Weise gefundenen Standpunkt aus gewinnt 
auch die Frage nach der Art der Herstellung der Proteinfraktionen des 
Serums eine erneute Bedeutung. Es wird ein unverdiinntes Serum 
nicht nur absolut, sondern auch relativ andere Proteinmengen liefern, 
als ein auf irgend eine Weise verdiinntes. Der EinfluB der Gegenwart 
anderer Proteine wird ja bei der Verdiinnung herabgesetzt. Daraus 
folgt aber mit groBber Wahrscheinlichkeit, daB auch die Qualitdt der 
beiden Niederschlage eine unterschiedliche sein wird. Wird doch jene 
Kérpergruppe, die nur bei Gegenwart von anderen Proteinen in be 
stimmter Konzentration bei '/,-Sattigung mit (NH,),.SO, unldslich 
ist, in dem Niederschlag bei verdiinntem Serum zum groBen Teil gar 
nicht erst erscheinen! Hs wird also fiir die Fraktionierung des Serums 
durch Salzfdllung — genau so, wie es in nachdriicklicher Weise von 
uns fiir die Hlektrodialyse des Serums vertreten wurde — in quali- 
tativem, wie auch quantitativem Sinne von erheblicher Bedeutung sein. 
ob man von unverdiinntem Serum ausgeht oder von solchem bei irgend 
einer Verdiinnung. Auf die Bedeutung fiir die Fragen der Immunologie 
und Serologie, wo gewisse Diskrepanzen auf Grund obigen Befundes 
ihre Erklarung zu finden vermégen, soll an dieser Stelle nicht ein- 
gegangen werden. 

IV. 

Es stellt sich ferner heraus, daB von einer [dentitdt der Fraktionen, 
die durch Salzfdllung erhalten wurden, mit denen, die durch Elektro- 
dialyse gewonnen waren, zunachst und unmittelbar nicht gesprochen 
werden darf. 

Ja man muB selbst mit der Ubertragung der aus der Salzfdllungs- 
methode hergeholten Nomenklatur auf die durch Eelektrodialyse ge- 
wonnenen EiweiBkérper vorsichtig sem, wie die folgenden Zahlen aus 
einigen Versuchsreihen darlegen. Natives Serum wurde mit der 
Membrankombination von Ettisch und Ewig' bis zur weitestgehenden 
Elektrolytfreiheit elektrodialysiert?. Der Niederschlag wurde ab- 
zentrifugiert. Der véllig klare Serumrest enthielt 4,12 °, EiweiB. Die 
1/,-Siattigung mit (N H,), SO, entfernte daraus 0,6 °., EiweiB, die '/,-Satti- 
gung mit demselben Salze 1,15°%,, die Vollsattigung 4,08°,. Die an 
scheinend in Lésung gebliebenen 0,04 °,, mégen als Fehler der Methode 
betrachtet werden. In einem zweiten Versuch enthielt der auf genau 
dieselbe Weise erhaltene Serumrest noch 3,89 °,, EiweiB. Durch !/,-Satti 


1 1c, S. 149. 
2 Der py am Schlusse der Elektrodialyse lag bei 5,4. 
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gung mit (N H,), SO, fielen 0,46 °,, EiweiB aus, durch '/,-Sattigung 1,38 °,, 
durch Vollsattigung 3.85°,. In beiden Fallen erhalt man aus dem 
Serumrest trotz weitestgehender Elektrodialyse noch eine ,,Euglobulin‘- 
Fraktion von etwa 0,5°,, Eiweib. Auf die Gesamtmenge des Serums 
an EiweiB bezogen, macht dieses 6 bis 8°, aus. Dem steht andererseits 
gegeniiber eine Ausfallung von 30 bis 40°, der gesamten EiweiSkérper 
des nativen Serums bei der !/,-Sattigung mit (NH,),SO,, sowie eine 
solche von etwa 50°, bei der Elektrodialyse. Trotzdem aber stellen sich 
noch jene oben genannten Mengen ein, wenn man den Serumrest der 
Elektrodialyse in der beschriebenen Weise mit (N H,),S8O,-Lésungen be- 
handelt. 

Dab die Bedingungen der Salzfdllung andere sind als die der Aus- 
fillung durch elektrodialytischen Salzenizug, geht auch auBerdem noch 
daraus hervor, dab man die durch ED gefallten Eiwei$kérper nach 
ihrer Auflésung in NaCl-Lésung von der geeigneten Reaktion 
(~ pu 8,0) nicht quantitativ durch '/,-gesattigte (NH,),SO,-Lésung 
ausfallen kann. Folgender Versuch zeigt dieses deutlich. Die Ausgangs- 
lésung enthielt 2,28 °,, EiweiB. Durch '/,-gesattigte (N H,),SO,-Lésung 
fielen 1,37°,, aus, durch '/,-gesattigte (NH,),SO,-Lésung 2,13°,. Es 
bleiben also selbst nach '/,-Sattigung noch 0,15°%, EiweiB in Lésung, 
die erst durch Vollsattigung ausgefallt werden. 


Zusammenfassung. 

1. Es konnte gezeigt werden, daB ein Teil des durch '/,-Sattigung 
des Serums mit Ammonsulfat getallten Eiweibes beim Auswaschen 
mit demselben Mittel wieder in Lésung geht. 

2. Diese Erscheinung beruht nur zu einem Teil auf einer Kon- 
zentrationsverschiebung des Elektrolyten beim Fillungs- bzw. ersten 
Waschvorgang. 

3. Im wesentlichen kommt es darauf an, daB die in der Lésung 
verbliebenen EiweiSstoffe einen EinfluB auf die Ausfaillung ausiiben. 
Bei ihrer Anwesenheit geht Eiweif8 in den Niederschlag, das sich bei 
ihrer Abwesenheit wieder lést. Man kann dieses Inlésunggehen ver- 
meiden, wenn man statt reiner '/,-gesattigter Ammonsulfatlésung solche 
verwendet, die auBerdem noch EiweiBkérper enthalt. 

4. Der unter 3. erwahnte EinfluB der Eiweibstoffe auf die Aus- 
waschung hangt stark von ihrer Natur ab. Besonders wirksam war 
Serumalbumin. 

5. Dieser EiweiBeinflu8 hangt von der Konzentration der Eiweib- 
kérper in der Weise ab, daB er mit steigender Konzentration zunimmt. 


6. Aus den Versuchen geht hervor, daB man bei der Fraktionierung 
von unverdiinntem nativen Serum mittels Fallung durch '/,-gesiattigte 
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Ammonsulfatlésung zwei Arten bzw. zwei Gruppen von Proteinen 
erhalt: a) solche, die in reiner */,-gesattigter Ammonsulfatlésung wieder 
in Lésung gehen, und b) solche, die darin ungelést verharren. 

7. Ferner ergibt sich, dab es fiir Art und Menge des erhaltenen 
Proteinniederschlags keineswegs gleichgiiltig ist, welches die Vor. 
behandlung des Serums war, d. h. ob unverdiinntes Serum verwendet 
wurde oder aber verdiinntes. Die Fiallungsbedingungen sind unter 
beiden Umstianden voneinander verschieden und damit auch der 
Proteinausfall. 

8. Es folgt schlieBlich noch, daB man keine absolute Uberein- 
stimmung in den Ergebnissen der beiden Methoden der Proteinfallung 
der Elektrodialyse und der Aussalzung — erwarten darf. Beide geben 
zum mindesten voneinander abweichende Mengen an Eiweil in den 
verschiedenen Fraktionen. 


Die Arbeit wurde dem einen von uns (£wig) durch Unterstiitzung 
der Rockefeller-Foundation erméglicht, fiir die ich auch an dieser 
Stelle meinen Dank ausspreche. 
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Uber die Verbrennungs- und Lisungswirme des Di-oxyacetons. 
Von 
Maria Kobel und Walther A. Roth. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem 
und dem Institut fiir physikalische und Elektrochemie in Braunschweig.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1928.) 


Fiir die einfachen Mono-saccharide (Pentosen und Hexosen) sowie 
fiir die Di-saccharide und Poly-saccharide sind die Verbrennungswarmen 
und zugehérigen thermodynamischen Daten meist mit hinreichender 
Genauigkeit bekannt und gewahren fiir die Beurteilung chemischer 
und biochemischer Umsetzungen wertvolle Anhaltspunkte. Fiir die 
niederen Zuckerarten fehlt es an diesen Daten. Speziell die Triosen 
und namentlich das Di-oxyaceton haben seit mehreren Dezennien eine 
bedeutende Rolle in der Chemie und spiterhin auch in der Physiologie 
gespielt. Erinnert sei an Emil Fischer und I. Tafels' Synthese des 
Trauben- und Fruchtzuckers, die itiber die Glycerose fiihrt, und anderer- 
seits an die Frage nach der physiologischen Dignitat dieser Stoffe, die 
in bezug auf die Verwertbarkeit durch pflanzliche Zellen auf Angaben 
von Grimaux? und durch tierische Zellen auf Newberg und Blumenthal*® 


zuriickgeht. 
Bei dieser Sachlage schien es uns wichtig, die bestehende Liicke 
fiir das Di-oxyaceton auszufiillen. Seitdem Bertrand* das _ Di- 


oxyaceton naher untersucht hat, wei man, daB die gewéhnliche 
kristallisierte Form dieses Ketozuckers unmittelbar nach dem Auf- 
lisen in Wasser doppeltes Molekulargewicht zeigt, das beim Stehen 
auf den Wert der einfachen Molekiilgattung absinkt. Piloty® hat die 


! E. Fischer und 1. Tafel, B. 20, 3384, 1887; E. Fischer, B. 23, 2128, 
1890. 

* E. Grimaux, C. r. 104, 1276; 105, 1175, 1887. 

®° OC. Neuberg und F. Blumenthal, Verhandl. d. Berl. physiol. Ges. 
Sitzung 25. Marz 1904. 

* G. Bertrand, C. r. 126, 842, 984, 1898; Ann. Chim. Phys. 3 [8], 215, 
246, 1904. 

® O. Piloty, B. 80, 3161, 1897. 
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Existenz weiterer Modifikationen wahrscheinlich gemacht, und ic 

ganze Frage ist kiirzlich durch Levene und Walti' einer erneuter Priifing 

unterzogen, gemaB der Di-oxyaceton sich beim Stehen kondensiert 
Die beiden Forscher isolierten aus dem gealterten Di-oxyaceton Ver. 
; > 4 > y >» > ’ ’ 

bindungen von den Zusammensetzungen C,H,,O, und C, H,,0,. 


Unter diesen Umstinden ist es klar, daB eindeutige Werte fiir 
Verbrennungs- und Lésungswarme nur mit garantiert reinem, auch 
in festem Zustande mono-molekularen Di-oxyaceton erzielt werden 
kénnen. Es ist ein groBes Verdienst von H.0O. L. Fischer und Mild 
brand, eine Methode angegeben zu haben, mit der man imstande ist 
stundenlang bestandiges mono-molekulares Di-oxyaceton in beliebigen 
Mengen zu bereiten. Es ist dieses die Destillation im Hochvakuum 
und mehrfache Wiederholung dieser Prozedur. Man erhalt dann ein 
augenblicklich erstarrendes, absolut neutrales Produkt. Die kryoskopi. 
schen Bestimmungen lehren in Bestatigung der Angaben von Fischer 
und Mildbrand (1. c.), daB die Lésung der Substanz bereits unmittelbar 
nach ihrer Herstellung nichts anderes als den mono-molekularen Kérper 
enthalt. 


Molekulargewichtsbestimmungen in Wasser nach der _ kryoskopischen 
Methode. 
0,1251 g Substanz 24,83 g H,O, 4 = 0,104° und 0,105°, 
0,3126 g i 24,83 g H,O, 4 = 0.2649 ,, 0,260". 
Molekulargewicht = 90,1, 89,2, 88,7, 90,1. Mittel: 89,5 statt 90.05 


Mit dem so gereinigten und unzweifelhaft mono-molekularen 
Di-oxyaceton lassen sich die Verbrennungen exakt ausfiihren, wenn 
man durch schnelle Ausfiihrung der Manipulationen den Eintritt der 
mannigfachen sekundiren Verainderungen des mono-molekularen Di- 
oxyacetons ausschlieBt. Zur Erreichung dieses Zieles erwies es sich 
als notwendig, da®B der eine von uns mit einer vollstandigen Ver 
brennungsapparatur nach Dahlem reiste, wo die Einrichtung zur fort- 
laufenden Neudestillation im Hochvakuum vorhanden war. Erst jetzt 
gelang es, einwandfreie Werte zu gewinnen, wahrend die Zeit selbst 
bei Zusendung der Substanz durch Boten von Dahlem nach Braun. 
schweig sich bereits als zu lang erwiesen hatte, um die Mono-mole. 
kularitét zu gewihrleisten. Die mit diesen alteren Praparaten ge- 
fundenen Verbrennungswirmen waren durchweg kleiner und zeigten 
einen schwankenden zeitlichen Abfall, ein Zeichen dafiir, daB die beim 
Lagern von selbst eintretende Veranderung eine exotherme Reaktion ist 


1 P. A. Levene und A. Walti, Journ. of biol. Chem. 78, 23, 1928. 
2 H.O. L. Fischer und H. Mildbrand, B. 57, 707, 1924. 
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Methoden und Resultate. 
1. Verbrennungswdarme. 


Die Verbrennungswarme wurde in einer Bombe aus Kruppschem 
\ 2 A-Stahl (Modell Roth-Hugershoff) mit einem etwa 2400 g Wasser 
fassenden Kalorimeter mit auf- und abgehendem Ringriihrer (zwei 
Luft- und einem groBen Wassermantel) gemessen. Die Apparatur 
war vorher mit dem bei den Messungen benutzten Beckmann-Thermo- 
meter sehr sorgfaltig geeicht : Wasserwert bei 20° 2836,3 + 1,1 cal/Grad?. 
War die MeBtemperatur anders, so wurde fiir den etwas veriinderten 
Gradwert des Thermometers korrigiert; der Kellerraum, in dem die 
definitiven Messungen stattfanden, hatte fiir die Zeit der Messungen 
eine praktisch konstante Temperatur. Geziindet wurde mit Hilfe eines 
Baumwollfadchens, das an einen Platindraht gekniipft war. Die Energie- 
menge, die nétig war, um den Platindraht zum hellen Gliihen zu bringen 
und die Verbrennung einzuleiten (etwa 9 cal), wurde mit Hilfe von 
Ampére-, Voltmeter und Stoppuhr gemessen. Da das Di-oxyaceton — 
wenn auch in mabigem Grade — hygroskopisch ist, wurde ohne Wasser- 
eingabe in die Bombe verbrannt und fiir die Sattigung des Bomben- 
innern (320 ccm) mit Wasserdampf eine der jeweiligen Endtemperatur 
entsprechende Korrektur (etwa 3 cal) angebracht?. Die Substanz 
kam in Form von ganz frisch gepreBten Pastillen in Anwendung. Der 
Sauerstoffdruck betrug 25 bis 30 Atmospharen, die Verbrennungen 
verliefen stets vollstandig, nur war die Hauptperiode wegen der nicht 
sehr groBen Warmeleitfahigkeit 'des' Kruppstahls 6 bis 6'. Minuten, 
was die Korrektur fiir den Warmeaustausch etwas vergréBert, ohne 
daB dadurch ein merklicher Fehler auftritt, da die Eichungen absolut 
analog vorgenommen waren. 





cal 


Wasser- cal , a 
Korrigiert pro 6 


wert insgesamt 


Me | Sabotane | Temperturshsbung 
g _ |jwnkorrigiert| korrigiert || 


1 1,0464 1,4055° 1,4165° =. 2836,3 4917.6 3986,3 389,5 
2 | 1,0406 1,4000 14095 28343 3994,9 | 3966.5 3811,8 
3 | 1,0437 1,4065 1,4175 2834,3 4017.6 3976,2 3809,7 


Mittel: | 3810,3 
+ 0.7 cal pro g 
Mittlere Abweichung vom Mittel 0,25 °/o9 


* Korrekturen fiir Ziindung, Verbrennungswirme des Baumwollifadens + Bildungswirme 
von entstandener Salpetersaurelésung — Verdampfungswirme des Wassers. 


1 Fiir 1g Benzoeséure, in Luft gewogen, wurde eine Verbrennungs- 
wirme von 6323 cal eingesetzt ; vgl. W. A. Roth, Zeitschr. f. physik. Chem. 136, 
319, 1928. 

2? Vgl. W. Roth, Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt. II, 2, 1666ff., 
1926; Phys.-chem. Ubungen, 4. Aufl., 8. 71ff. Leipzig 1928. 
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Die molekulare Verbrennungswarme ist (bei konstantem Volumen 
und konstantem Druck) 343,1 kcal. Wiirde aus 2 Molen Di-oxyacet«n 
1 Mcl Hexose entstehen, so wiirden 12,2 bis 16 kcal entwickelt 
werden: Fiir Glucose ist der Wert 686,2 — 673,7 = 12,5 keal, fiir 
Lavulose, etwas weniger sicher, 686,2 — 674,0 = 12,2 keal, fiir 
Galaktose, ebenfalls nicht so sicher wie fiir Dextrose, 686,2 — 670.2 
= 160kcal. Uber die Umwandlungswirme in wissriger Lésung 
siehe spiter. Bei obigen Rechnungen sind die wahrscheinlichsten 
Werte aus den physiko-chemischen Tabellen von Landolt-Bérnstein 
eingesetzt. 

2. Lésungswdarme. 

Um die Oxydationswirme auch in wissriger Lésung berechnen 
zu kénnen, wurde die Léisungswirme in einem etwa 300g Wasser 
fassenden, mit dem gleichen, vorziiglichen Beckmann-Thermometer 
sehr sorgfaltig elektrisch geeichten Feinsilberkalorimeter (mit mehreren 
Luftmanteln und einem groBen Wassermantel) bestimmt. Wasserwert 
328,1 cal pro Grad; Unsicherheit 1°/,,. Die Substanz wurde in einem 
fest verschlossenen Reagenzglas mit Glasstab in das Kalorimeter 
eingehangt. Nach Temperaturannahme und Bestimmung des Ganges 
der Vorperiode wurde das Glas zerbrochen. 

Theoretisch wire die Kenntnis der Warmeténung beim Lésen in 
physiologischer Kochsalzlésung bei 37° von Interesse, und zwar bei 
der Bildung einer extrem verdiinnten Lésung. Vorversuche ergaben, 
daB beim Lésen in Wasser und in 0,9°iger Natriumchloridlésung so 
gut wie identische Warmeténungen auftreten; darum diente zu den 
definitiven Lésungsversuchen Wasser. Die Konzentration scheint 
ebenfalls von geringem EinfluB zu sein. Da genaue Messungen bei 37° 
recht unbequem sind (mindestens der Wassermantel, méglicherweise 
der ganze Raum miibte diese Temperatur haben), maben wir bei etwa 24° 
in einem Raume von konstanter Temperatur, und zwar in drei verschie- 
denen Konzentrationen: 1 bzw. 2 bzw. 4g in 300g Wasser. Die Lésungen 
waren also "/y,, 1/,,,, bzw. 1/, molar. Die Warmetiénungen zeigten keinen 
deutlichen Gang mit der Konzentration, sondern streuten unregelmabig 
um einen Mittelwert. Die Lésungswirme ist nicht unmittelbar der 
Temperaturerniedrigung zu entnehmen, da nach einer primaren Tem- 
peraturerniedrigung ein geringer Temperaturanstieg eintrat, der augen- 
scheinlich durch eine sekundare mono-molekulare Reaktion! hervor- 
gerufen wird. Extrapoliert man die fiir den Warmeaustausch mit der 
Umgebung korrigierten Temperaturen graphisch oder mit Hilfe cer 
mono-molekularen Reaktionskonstanten auf die tiefste Temperatur, 


1 Uber dieses Phinomen wird der eine von uns an anderem Orte pul)li- 
zieren. 
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so kann man (mit einiger Unsicherheit) die ,,primire‘ Lésungswirme 
des Di-oxyacetons berechnen. Sie betrigt etwa — 49.5 cal/g. Ohne 
rechnerische Extrapolation betragt die nur fiir den Wiarmeaustausch 
korrigierte Lésungswarme — 44,2 -- 0,6 cal/g, also 3,98 keal pro Mol. 


Lésungswarme pro Gramm. 
Primar (extrapoliert) 


I, 348,4 . (3.9670° — 4,1315°) : 1,1810 — — 50,7 cal/g 
II. 348,7 . (3,3520° — 3,6175°) : 1,9875 — —466 , 
III. 349,0 . (3,3540° — 3,9635°) :4,1607 — —511 , 


Mittel: — 49,5 cal/g 
— 446 keal pro Mol 


Sekundir (ohne Extrapolation) 


I. 348,4 . (3,9840° — 4,1315°) : 1,1810 = — 45,4 cal/g 
Il. 348,7 . (3,3795° — 3,6175°) : 1,9875 = —433 , 
II. 349,0 . (3,4410° — 3,9635°): 4.1607 = —438 , 


Mittel: — 44.2 cal’/g 
— 8,98 keal pro Mol 


Die Unsicherheit der primiren Lésungswirme mag infolge der 
Extrapolation 5 bis 10°%, die der sekundaren 2 bis 3°, betragen. 

Oxydiert sich also 1 Mol Di-oxyaceton in Lésung zu gasférmiger 
Kohlensiure und  fliissigem Wasser, so werden 343.1 + 4,0 

347,1 keal frei. Wiirden die 3 Mol CO, in Lésung bleiben, so 
wirden dreimal 5,2 kcal mehr, also 362,7 kcal entwickelt. Die 
Lisungswarme von CQ, bei 25° wurde nach dem zweiten Hauptsatz 
aus dem Temperaturgang der Léslichkeit abgeleitet; bei 18° betriigt | 
sie nach J. Thomsens direkten Messungen 5,88 keal pro Mol. 


Zusammenfassung. 

Die Verbrennungswirme von ganz frisch hergestelltem Di-oxy- 
aceton wurde bestimmt und zu 343,1 kcal pro Mol gefunden. Die 
Verbrennungswarme von 2 Mol Di-oxyaceton ist um 12,2 bis 16 kcal 
groBer als die molare Verbrennungswarme der bekannten Hexosen. 

Die Lésungswirme des Di-oxyacetons betrigt 398 kcal pro Mol. 
Beim Lésen in Wasser oder physiologischer Kochsalzlisung ist eine 
deutliche Anomalie des zeitlichen Temperaturverlaufs zu beqbachten, 
die auf eine mono-molekulare Umlagerung in Lésung hinweist. 








Uber 
das Vorkommen und den Umsatz von Pyrophosphat in Zellen. 


II. Mitteilung: 


Die Menge der leicht hydrolysierbaren P-Verbindung 
in tierischen und pflanzlichen Zellen’. 


Von 


K. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, 
Abteilung Meyerhof.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 


Fiir die biologische Bedentung einer Substanz fiir den Zellhaushalt 
urid die mutmaBliche Rolle, die sie fiir das Leben und die Funktion 
der Zelle spielt, ist es wichtig, neben dem physiologischen Verhalten 
dieser Substanz auch ihre Verbreitung in der Natur zu kennen. Um 
einen vorliufigen Uberblick iiber das Vorkommen von Pyrophosphat 
zu gewinnen, wurden die mit Trichloressigsiure enteiweiBten Ausziige 
der verschiedensten Zellarten der partiellen Saurehydrolyse unter- 
worfen. Hierbei spreche ich unter den notwendigen Vorbehalten die in 
den ersten 7 Minuten der Hydrolyse in n HCl bei 100° kolorimetrisch 
festgestellte Zunahme an o-Phosphorséure als aus der Pyrophosphat- 
fraktion herriihrend an, falls die Zunahme an o-Phosphorsaure bei 
der Hydrolyse zwischen 7 und 15, sowie etwa 60 Minuten nur einen 
Bruchteil der in den ersten 7 Minuten erfolgten Aufspaltung betriigt 
Auf Grund der Isolierung habe ich diese leicht hydrolysierbare P-Ver- 
bindung bisher nur in den quergestreiften Muskeln von Verte- 
braten (Kaninchen, Frosch), Avertebraten (Krebs) und in der Hefe 
(Backerhefe) als Pyrophosphat identifiziert. Fiir Leber, Niere und 
Gehirn (vom Kaninchen) wurde in vorliufigen Versuchen ferner 


1 I. Mitteilung: diese Zeitschr. 202, 466, 1928. 
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festgestellt, daB die leicht hydrolysierbare P-Fraktion ebenso wie das 
Pyrophosphat ein in Wasser unldésliches Ba-Salz bildet. 


Das Ergebnis dieser Versuche kann dahin zusammengefaBt werden, 
da die quergestreiften Muskeln von Vertebraten und Avertebraten, 
sowie die Hefen pro Gramm Feuchtgewicht den héchsten Gehalt an 
Pyrophosphat besitzen, und zwar die Muskeln 0,5 bis 1,0 mg P,O,, 
die Hefen, Backerhefe und Bierhefe, 1,6 bis 1,8 mg P,O,. Diese Menge 
entspricht fiir die quergestreiften Muskeln dem einfachen bis doppelten 
Gehalt an ,,wahrem‘ anorganischen Phosphat. In den untersuchten 
Organen und Geweben von Fréschen und Kaninchen, Herzmuskel, 
glatte Muskulatur, Leber, Niere, Milz, Hoden, Gehirn, rote Blut- 
kérperchen ist der Gehalt der Pyrophosphatfraktion entsprechend 
dem allgemein niedrigeren gesamten saureldslichen P,O,-Gehalt dieser 
Gewebe geringer; er betragt etwa 0,1 bis 04mg P,O,; pro Gramm 
Feuchtgewebe. Soviel findet sich auch in den glatten Muskeln der 
Holothurien und in Seeigeleiern. Auf das direkt bestimmbare Phosphat 
bezogen, enthalt diese Gruppe '/,, bis '/, an Pyrophosphat-P,O, wie 
an 0-Phosphat-P,O,. Von pflanzlichen Zellen wurden die Wurzelkeime 
von Erbsen untersucht, die 15 bis 20°, des direkt bestimmbaren bzw. 
10°, des gesamten siureléslichen Phosphats an Pyrophosphat besitzen. 


Von Bakterien wurden drei Arten untersucht (Staphylococcus 
pyogenes albus, Vibrio Metschnikoff und Azotobakter chroococcum). 
Die betreffenden Zahlen sind hier 15°, vom o-Phosphat bzw. 5 bis 10°, 
vom gesamten saureldslichen Phosphat. 


Ohne da bisher eine bestimmte Rolle des Pyrophosphats fest- 
stellbar wire, lassen die Befunde erkennen, daB alle Zellen, die das 
Vermégen zur Kohlehydratspaltung und damit auch zur Pasteur- 
Meyerhofschen Reaktion haben, die leicht hydrolysierbare Phosphor- 
siureverbindung besitzen. 


Ein Auszug der bisherigen Analysen ist in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt. 


Bemerkungen zu der nachstehenden Tabelle. 
1. Vertebratenzellen. 


Zu Nr. 1 bis3 der Tabelle. Von allen Geweben wurde die Frosch- 
schenkelmuskulatur am eingehendsten untersucht. Der Pyrophosphatgehalt 
des Gastrocnemius von Temporarien schwankte nach den bisherigen Er- 
fahrungen zwischen 0,6 bis 0,9 mg Pyro-P,O,;. Die niedrigeren Werte von 
zumeist 0,6 bis 0,7 mg wurden im Februar bis April erhalten, wobei seltener 
auch Werte bis zu 0,5 mg herunter gefunden wurden. Die Sommerfrésche 
vom Juni und Juli zeigten durchgehend einen héheren Gehalt von durch- 
schnittlich 0,8 bis 0,9 mg, in Ausnahmefallen sogar bis 1,0 mg pro Gramm 
Feuchtgewicht. 
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Der Gehalt der Eskulentenmuskulatur an séureléslichem Phosphat 
ist durchgehend geringer als bei Rana temporaria (Feuchtgewicht). Ent- 
sprechend betrug der Gehalt an Pyrophosphat in der Muskulatur der 
sommerfrésche nur 0,5 bis 0,6 mg P,O,. 

Zu 4 und 5. Die weiSe Muskulatur von Kaninchen enthalt zwischen 
0.7 und 1,0 mg Pyrophosphat-P,O,. Der Gehalt der roten Muskulatur an 
Pyrophosphat sowie an Gesamtphosphat ist nicht unerheblich niedriger. 
Embden und Adler! fanden hier einen deutlichen Mindergehalt an auto- 
lysierbaren P-Verbindungen. 

Zu 6 bis 12. Fiir die ausgefiihrten Versuche wurden die Organe von 
finf groBen Fréschen (Rana temporaria) verarbeitet. Die Herzen wurden 
mit Ringerlésung gut ausgespiilt, die bei den Hungerfréschen vollkommen 
leeren Magen nur mit einem Schaber von der Schleimhaut befreit. Die 
Trichloressigsaurefiltrate der Leber, der Magen und der Hoden waren 
stark getriibt; die der Magen und Hoden wurden durch Schiitteln mit 
Kaolin véllig klar erhalten. Das den Leberextrakt stark triibende Glykogen 
kann durch Fallen des Trichloressigséurefiltrats mit demselben Volumen 
Alkohol entfernt werden. 

Der Pyrophosphatgehalt der einzelnen Organe beim Frosch ist be- 
trichtlich. Die Verteilung der P-Fraktionen schwankt bei der Milz je 
nach ihrem Gehalt an roten Blutkérperchen. 


Zu 13 bis 20. Der Gehalt der Kaninchenorgane an Pyrophosphat-P,O, 
erwies sich im allgemeinen geringer als bei den Froschorganen. Relativ 
hoch war auch hier der Gehalt der Milz, ferner von Féten und eines Jensen- 
sarkoms. Die Rattenféten wogen je 0,28 g (Trockensubstanz 18,8°,). 


Zu 21 und 22. Wahrend im Trichloressigséurefiltrat von Serum das 
gesamte sdurelésliche Phosphat praktisch als o-Phosphat worliegt, wurde 
in den zweimal mit Ringerlésung gewaschenen Blutkérpercheh vom Schwein 
etwa dieselbe Menge Pyrophosphat-P,O, gefunden wie o-Phosphat-P,0,. 
Die Hauptmenge des nichtanorganischen Phosphats besteht nach den 
Untersuchungen von Greenwald* sowie Jost*® aus Diphosphorglycerinsaure. 
Das Vorhandensein einer weiteren P-Verbindung wurde von Robison‘ er- 
wahnt. Diese ist aber nach ihrer Léslichkeit und ihrem Reduktions- 
vermégen nicht Pyrophosphat. 


2. Avertebraten. 


Zu 23 bis 27. Die Analysen von Seeigeleiern, Pectenmuskeln (Pecten 
opercularis) und Holothurienmuskeln wurden von Herrn Meyerhof an der 
Zoologischen Station in Neapel im April und Mai dieses Jahres ausgefiihrt 
und mir zur Verfiigung gestellt. Von Pecten wurde der zu raschen Schwimm- 
bewegungen dienende Adduktor verwendet, der in der Hauptsache quer- 
gestreift ist. Ebenso wie in seinem Gehalt an Argininphosphorsdure® 
entspricht der Muskel auch im Pyrophosphatgehalt etwa der quergestreiften 


' Hoppe-Seylers Zeitschr. 118, 201, 1921. 

2 Greenwald, Journ. of biol. Chem. 68, 339, 1925. 

8’ H. Jost, Hoppe-Seylers Zeitschr. 165, 171, 1927. 

* Godwin und Robison, Biochem. Journ. 18, 1139, 1924; Martland, 
Hausmann und Robison, Biochem. H. 18, 1152, 1924. 

5 O. Meyerhoj, Arch. di Scienze Biologiche 12, 536, 1928. 
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Crustaceenmuskulatur. Der glatte Holothurienmuskel ahnelt wieder «or 
glatten Muskulatur von Wirbeltieren. Bei den Seeigeleiern war vor und 
nach der Befruchtung kein Unterschied im Pyrophosphatgehalt fest- 
zustellen, was wegen eines méglichen Zusammenhangs des Pyrophosphats 
mit der Zelloxydation gepriift wurde. 


3. Hefen. 


Zu 28 und 29. Die untersuchte Backer- und Bierhefe! enthielt 30 
Trockensubstanz. Der Gehalt an Pyrophosphat-P,O, iibertrifft pro Gramm 
Trockensubstanz somit noch den der quergestreiften Muskulatur. Zur [e- 
stimmung des Phosphatgehalts wurden 2g Hefe mit 5ccem destillierten 
Wassers gut verriihrt. in 20 cem kochenden Wassers gegossen, im Wasserhad 
weiter erwarmt und die Lésung nach dem Erkalten mit 3ccm 40 iver 
Trichloressigsiure enteiweiBt. Nach Stehen iiber Nacht wurde zentrifugiert 
und die getriibte Lésung mit Kaolin geklart. Auf diese Weise gelingt es, fast 
den gesamten séureléslichen Phosphor in Lésung zu bringen. In einem 
Parallelversuch wurden 2 g Hefe mit einigen Tropfen Toluol gut verriilirt, 
eine halbe Stunde bei 38° stehengelassen, dann mit 25 ccm Wasser versetzt 
und noch weitere 11% Stunden bei 38° autolysiert. Unvollkommener ist 
das Zerreiben der lebenden Hefe mit Trichloressigsiure und Quarzsand 
im kleinen Mérser. Hierzu wurden 5g Hefe mit 10 cem 4°%iger Trichlor- 
essigsiure mit Sand in einem scharfen Morser eine halbe Stunde sehr energisch 
zerrieben, dann noch weiter nach Zusatz von 20 ccm Trichloressigséure. 
Wihrend fiir die autolysierte Hefe als gesamtes séureldsliches Phosphat 
(nach Veraschen des Filtrats) pro Gramm Hefe 9,04mg P,O, gefunden 
wurden, war der Wert fiir die aufgekochte Hefe 7,65 mg, fiir die zerriebene 
Hefe 4,30 mg P,O;. Da bei der Autolyse der Hefe wahrscheinlich auch 
vorher nicht séurelésliche P-Verbindungen gespalten werden, darf an- 
génommen werden, da durch das Aufkochen der Hefezellen der gesamte, 
jedenfalls der tiberwiegende Teil des Zellinhalts freigelegt wird. 


4. Pflanzen. 


Zu 30. Die Erbsensamen wurden auf feuchtem Filtrierpapier zum 
Keimen gebracht. In dem aufgefiihrten Versuch liegen Wurzelkeime vor, 
wahrend die Blattkeime noch nicht erschienen waren. Nach dem Auif- 
treten der Blattkeime (bei etiolierten Samen) blieb der Pyrophosphat- 
gehalt der Wurzelkeime absolut unverandert. Der Gehalt an direkt be- 
stimmbarem und gesamtem séureléslichen Phosphat sank dagegen etwas 
ab. Der Gehalt der Blattkeime an Gesamt-P,O, wie Pyrophosphat-P, 0, 
lag héher als bei den Wurzelkeimen. 


5. Bakterien. 


Zu 31 bis 33. Von den drei untersuchten Bakterienarten* zeichnet 
sich der Azotobakter durch einen recht betrachtlichen Gehalt an der Pyro- 
phosphatfraktion aus. Die Bakterien wurden auf Agarnahrbéden gezogen, 


1 Untergirige Hefe der Hochschulbrauerei, Berlin. 

2 Die Kulturen von Staphylokokkus und Vibrio verdanke ich Herm 
Dr. Hirsch vom hygienischen Institut der Universitét Berlin, die Azo- 
tobakterkultur Herrn Dr. Burk in diesem Institut. 
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it Ringer abgespiilt, zweimal auf der Zentrifuge mit Ringer gewaschen 

id dann ahnlich wie die Hefe mit Wasser schnell aufgekocht und der 

ochsaft mit Trichloressigsiéure enteiweiBt. Der Staphylokokkus und der 
Vibrio geben dann sofort nach dem Zentrifugieren und Filtrieren véllig 
klare Filtrate, der Azotobakter erst nach Klaren mit Kaolin. Die ersten 
Versuche mit Staphylokokkus, die mit 3 und 4 Tage alten Kulturen (bei 
37° auf Fleischbouillonagar) angestellt waren, ergaben auffalligerweise kein 
Pyrophosphat. Da jedoch bei der 3 Tage alten Kultur das o-Phosphat 
76° des gesamten séureléslichen Phosphats, bei der 4 Tage alten Kultur 
sogar 91° ausmachte, mu8 hier eine autolytische Zersetzung abgestorbener 
Zellen angenommen werden. Ein positives Ergebnis wurde dann bei einer 
jungen 15 Stunden alten Kultur erhalten, bei der das Vorhandensein der 
Pyrophosphatfraktion nachgewiesen werden konnté. 








Uber 
das Vorkommen und den Umsatz von Pyrophosphat in Zellen. 


III. Mitteilung: 
Das physiologische Verhalten des Pyrophosphats'. 


Von 


K. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. 
Abteilung Meyerhof.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 
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Zusammenfassung 
zg 


I, Einleitung. 


Es wurde schon in der ersten Mitteilung erwahnt, daB ein hervor- 
stechendes Merkmal der Pyrophosphatfraktion ihre Aufspaltung bei 


1 I. Mitteilung: diese Zeitschr. 202, 466, 1928; II. Mitteilung: eben- 
daselbst 208, 164, 1928. 
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der Autolyse zerschnittener Muskulatur ist, und daB die Zubildung 
von 0-Phosphat bei der Autolyse von Froschmuskulatur zum gréBten 
‘eile auf den Zerfall der Pyrophosphatfraktion zu beziehen ist. 

Unter Wasseraufnahme entstehen hierbei aus 1 Molekiil Pyro- 
phosphat 2 Molekiile o-Phosphat: 


Me" P,O, + H,O—> 2 Me"HPQ,. 


Die Warmebildung bei dieser Reaktion ist fiir geléste Pyrophosphor- 
siure gering. Sie betragt fiir 1 g H,PO, nur etwa 22 cal'. 

Wie das Folgende zeigt, ist die enzymatische Spaltung des Pyro- 
phosphats als eine ,,Absterbeerscheinung™* der Zellen anzusehen, sodaBb 
eine Spaltung also unter normalen, ,,physiologischen*: Bedingungen 
im intakten Muskel nicht statthat. Die Abnahme der Pyrophosphat- 
fraktion scheint stets mit einer Schadigung der Zellstruktur verbunden 
und der normale Ablauf der Lebenserscheinungen der Zelle von der 
Unversehrtheit der Pyrophosphatfraktion abhangig zu sein. Zwei 
wichtige Teilkomplexe dieser Lebenserscheinungen, die Kohlehydrat- 
spaltung und die Atmung, sind jedoch unabhangig von dem Vorhanden- 
sein der Pyrophosphatfraktion. Dagegen war in allen Fallen, wo im 
intakten Muskel ein beginnender Zerfall von Pyrophosphat statt- 
gefunden hat, der ErholungsprozeB im isolierten Muskel geschadigt. 
Ob ein ursiachlicher Zusammenhang zwischen beiden Erscheinungen 
besteht, konnte noch nicht aufgedeckt werden. 

Obwohl so die physiologische Stellung des Pyrophosphats im 
Lebensgeschehen der Zelle nicht geklart ist, soll trotzdem ein Teil 
der Versuche mitgeteilt werden, da sie zeigen, daB es notwendig ist, 
bei der Untersuchung des Phosphatumsatzes der intakten Zelle und 
von nativen Zellextrakten den Kohlehydratphosphorsaurestoffwechsel 
von der Pyrophosphatspaltung streng zu trennen, sowie daB der grébte 
Teil des bei auberen Eingriffen im Muskel auftretenden direkt be- 
stimmbaren Phosphats (hier soll von der Spaltung des Phosphagens 
abgesehen werden) nicht auf den Zerfall von ,,Lactacidogen’’ bezogen 
werden darf?. 

Die enzymatische Aufspaltung eines organischen Pyrophosphor- 
saurederivats, des Diphenyl-pyrophosphorsaureesters, durch Nieren- 

1 Landolt-Bérnstein 2, 1496, 1923; Lehnartz (Klin. Wochenschr. 7, 
1225, 1928) erwaéhnt, dai gegebenenfalls bei einer Spaltung des Pyro- 
phosphats bei der Muskelkontraktion diese Spaltung als Energiequelle 
dienen kénne; der von dem Autor genannte Betrag von 14000 cal Spaltungs- 
warme pro Mol H,P,O, entsprache jedoch der Lésungswarme fliissiger 
Pyrophosphorséure plus ihrer Spaltungswarme. 

2 Vgl. dagegen G. Embden, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. VIII, 1, 
369, 1925. 
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und Pilzphosphatase, wurde zuerst von Newberg und Wagner! by 
schrieben. Newberg und Jacobsohn® stellten ferner kiirzlich fest, da\ 
auch Di-o-kresolpyrophosphorsaureester, | Di-m-kresolpyrophospho: 
siureester und Di-a-naphtholpyrophosphorsiureester von Takadiasta-: 
nach laingerer Einwirkung bei 37° aufgespalten werden. Kitasato® 
(unter Newberg) fand, dab auch Metaphosphat durch Takadiastase 
zu 0-Phosphat hydrolysiert werden kann. 

Im folgenden wird zuerst das Verhalten der Pyrophosphatfraktion 
im intakten Muskel, dann die Kinetik ihrer Aufspaltung im Muskelbrei 
und Muskelextrakt geschildert. Weiterhin wird ein Weg zu einer an. 
genaherten Bestimmung des EHmbdenschen Esters (Hexosemono 
phosphorsaure) in Frosch- und Kaninchenmuskeln, sowie ein Beitrag 
zur Pharmakologie des Pyrophosphats gegeben. 


Il. Methodik *. 


Wahrend es fiir die Bestimmung der Pyrophosphatfraktion geniigt, 
die Werte fiir direkt bestimmbares Phosphat, sowie die nach 7 und 
etwa auch nach 15 Minuten langer Hydrolyse in n HCl bei 100° zu 
ermitteln, ist es fiir die Fille, in denen der Hexosephosphorsiurestoff- 
wechsel analysiert werden soll, notwendig, den Verlauf der Kurve 
fiir die Aufspaltungsgeschwindigkeit bis auf 3 oder auch 5 Stunden 
auszudehnen. In diesen Fallen wurden als Zwischenzeiten der Hydrolyse 
gewohnlich 7, 15, 60, 180 Minuten, gegebenenfalls auch noch 300 Minuten 
genommen. Da von den siurestabilen P-Verbindungen in Muskeln und 
in Hefe nur die Umsetzung der Hexoseester, der Hexosediphosphor- 
siiure (Harden-Youngscher Ester), sowie der Hexosemonophosphor- 
siureester (fiir den Muskel der Embdensche Ester, fiir die Hefe der 
Robisonsche Ester) in Betracht kommt, ist aus dem Kurvenverlauf 
auf Grund der friiheren Untersuchungen® das Erkennen eines di- 
bzw. monophosphorylierten Zuckers méglich. 

Fiir die absolute Bestimmung des Gehalts an Pyrophosphat neben 
gréBeren Mengen Hexosediphosphorsiure ist die Aufnahme einer genaueren 
Hydrolysenkurve mit kurzen Zwischenzeiten nétig. Es geniigt jedoch 
immer, wenn man von dem nach 7 Minuten langer Hydrolyse erhaltenen 
Wert die bei der Hydrolyse zwischen 7 und 30 Minuten gefundene P,O 
Abspaltung abzieht. Die Aufspaltung von Embdenschem und Robisonschem 
Ester ist bei der Hydrolyse in n HC! bei 100° fiir 7 Minuten praktisch Null. 

. Zur Autolyse wurde die zerschnittene Muskulatur zumeist mit 
dem gleichen Volumen einer Kaliumchlorid-Bicarbonatlésung versetzt, 


1 C. Neuberg und J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926. 

2 C. Neuberg und K. P. Jacobsohn, ebendaselbst 199, 498, 1928. 
3 7. Kitasato, ebendaselbst 197, 257; 201, 206, 1928. 

* Vgl. I. Mitteilung: ebendaselbst 202, 471, 1928. 

5 K. Lohmann, ebendaselbst 194, 306, 1928. 
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die aus 10 Teilen 0,9°,iger KCl- und 1 bis 2 Teilen einer gesattigten 
Na HCO,-Lésung bestand. 


Ill. Versuche mit intakten Muskeln. 


Als Untersuchungsobjekt diente hauptsichlich der Gastrocnemius 
des Frosches (Rana temporaria). Die Versuche betrafen das Verhalten 
der Pyrophosphatfraktion beim Lagern des Muskels unter aeroben 
und anaeroben Bedingungen, die Phosphatdiffusion des Muskels gegen 
Ringerlésung, den Phosphatumsatz bei auxotonischer und isometrischer 
Reizung sowie bei der Warme- und Chloroformstarre. 


1. Das Verhalten in Sauerstoff und Stickstoff. 

Tabelle I zeigt, daB bei Lagerung nicht irritierter Muskeln in 
Sauerstoff bis zu 20 Stunden der Gehalt an Pyrophosphat ebenso wie 
an direkt bestimmbarem Phosphat praktisch nicht geandert wird. 
In Stickstoff war in dieser Zeit eine geringe Abnahme des Pyrophosphats 
feststellbar. 





Tabelle I. 
mg P,O; pro g Muskel 
. Gass a eee a --See fe -_ mg 
Nr. Datum Zeit | um | direkt 7's 15’ 60" nach Pyros 
} be- Hydros Hydro» Hydro Ver- P,05 
1928 || Std. stimmt lyse lyse lyse aschung 

la | 16. IV. 0 | Og 2,08 2.61 2.66 2,76 3,23 0,53 
1b 20 | Og 2,10 2,66 2,73 2,81 3,238 =—s-0,56 
2a |16. IV. 0 No 1,97 2,68 2,73 2,83 3,18 0,71 
2b 20 No 2,02 2,61 2.65 2,78 3,18 0,59 
8a 7.VIIL*| 0 | 0, | 1,78 | 282 | 235 | — | 277 | 0,54 
8b 8 | 0, 1,78 | 284 | 239, — | 277 | 0,56 


* Esculenta. 


2. Die Phosphatdiffusion gegen Ringerlésung. 
Nach Untersuchungen von Stella! (unter Hill) steht das Phosphat 
im Muskel im Diffusionsgleichgewicht mit einer Ringerlésung mit 
etwa 0,018 %, P,O,;, deren Phosphatgehalt also etwa 40°, des ,,wahren“ 
anorganischen Phosphats im Muskel betragt. Ich habe die Durch- 
lassigkeit der Muskelzellmembran fiir das im Muskel vorhandene Pyro- 
phosphat untersucht. Das Ergebnis war negativ. 


In dem ersten Versuch vom 3. August 1928 wurden elf Sartorien 
von Rana temporaria im Gewicht von 1,34 g 70 Minuten in 3 ccm 


1 Stella, Journ. physiol. 66, 19, 1928. 
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Ringerlésung suspendiert, dann die Ringerlésung, die mit Trichlor. 
essigsiure eine geringe Triibung gab, auf direkt und nach 7 Minuten 
langer Hydrolyse in n HCl bei 100° bestimmbares Phosphat untersuc}): 
Die Sartorien wurden mit Trichloressigsiure extrahiert und in dem 
Extrakt das ,,wahre*‘ anorganische, das direkt bestimmbare, sowie 
das Pyrophosphat bestimmt. 


Im zweiten Versuch (vom 4. August 1928) wurden in derselben 
Weise 14 Sartorien von Rana esculenta im Gewicht von 2,23 g 3 Stunden 
in 5ceem Ringerlésung eingelegt. 


Tabelle II. 








3 mg P,O; gefunden insgesamt ° Sse 
3 Sul eee 
Inkubi E 3 e |8 43 §°* 
v a e¢ t‘c 
Nr. Temperatur 18° £ 3 ms oF 5 = By g< 4 Be 
Z 225 468 e £ $a |\Golacs 
s $g..| oc | S| 38 | £6) & 2 
, eo « “s a > - Bes 
Min. s mas = & o=§ 
la 1,34¢ Sar- Muskeln 
torien in 70 ~=—s nach der 1,25 (2,21 |2,94 3817; — (0,73 
3,0 Ringer Inkubation 
1b Ringerlésung | —* 0,186/0,186; — — 0 15 
2a 2,23¢ Sar- Muskeln 
torien in 180 nach der 1,64 3,38 442 444) — (1,04 
5,0 Ringer Inkubation | 
2b Ringerlisung | — 0,588,0,600 — | 0,633 0,01 36 


* Nach Eggleton (zitiert nach Stella) diffundiert Kreatinphosphorsaure nicht aus dem Muskel 


Wahrend nach diesen beiden Versuchen kein Pyrophosphat aus 
dem Muskel in eine Ringerlésung diffundiert (vielleicht aber etwas 
organisch gebundener Phosphor : 0,04 mg P,O;), war der Gehalt der 
Sartorien nach dreistiindiger Inkubation in Ringerlésung mit '/,,. mol 
Na-Pyrophosphat vom pg 7,21 (= 1,18 mg P,O,; pro Kubikzentimeter) 
von 0,57 auf 0,81 mg Pyrophosphat-P,O; pro Gramm Muskel erhoht 
Wahrscheinlich liegt hier eine Schadigung des Muskels vor, da die 
Sartorien besonders nach fortgeschrittener Inkubation spontan zuckten 
und eine starke Kontraktur zeigten. 


3. Das Verhalten bei der Reizung. 


Bei kurzer Reizung von Froschmuskeln mit Einzelschlagen wird 
kein direkt bestimmbares Phosphat abgespalten. Bei linger fort 
gesetzter Reizung, und zwar bei isometrischer nach etwa 200 eben maxi- 
malen Zuckungen, bei auxotonischer nach etwa 400, findet eine 21- 
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»pehmende Abspaltung von o-Phosphat statt. Diese Zubildung von 
» Phosphat stammt aus dem Zerfall von Pyrophosphat. 


Tabelle IIT. 


Auxotonische direkte Reizung ganzer Froschschenkel mit Offnungsinduktions- 
schligen. Eben maximale Reizung in 5 Sekunden Abstand. 





| 








img P,O; pro g Muskel mg Pyroe 3 
< e - = —__——————| phosphat- § § 
Suj = | av ’ P,O o= 
23 4/esi.e| 8) 2] ft Hf Be. 
" — ié z oe té E § 33 s & hes merkungen 
3/8 *3) 2) 5 /°5) 8 | # lk 
1928 g Sek -/ 2) 77 8) & i= 
ta 28.VIL 055 — — 215 292 2.96 3,62 0,77 
ib 0,53 — | — (215 2,88 | 2,95|3,59 0,73); — | — 
2a 28. VII. (057 — | — 211/287 2.90 3,58 0,76 | 
2b 0,55 50 5 211/291 300/360 0,80;0 0 
3a 28. VIL. | 0,63) — | — 2,03/ 2,82 | 2,87/3,48 0,79) 
3b 0,66 100, 5 2,04 2,80 2,90 | 3,53 0,76 0,08 O | Geo 
4a) 28. VIL. 0,75, —  — | 2,00| 2,75 2,82 | 3,41 0,75 | —— 
4b 0,75' 200 5 207/276 284/338 0,69'0,06 8 
5a 28.VII. 060 — 2,08 | 2,82 2,85 | 3,47 0,74 
5b 0,62, 400, 5 2,11 /2,77 281/348 0,66/0,08 11 
6a| 4 V. 1056) — | — | 205/269 2,73) — |0,64 
6b 0,59 1300 5 2,36 2,73 2,76 — 0,87 0,27 42 
Ta) 4& V. 0,71) ‘— | — 2,90) 2,73 281 — 0,73 eis 
7b 0,65 1300 5 *2,88/2,70 2.75 — 042/031 42 | Dos 
8a) 4. V. 065 —  — 1,82/247 256 — 0,65 | “istur” 
8b 0,71 1300 5 (2,06 240 242 — 0,34 0,31 52 


Fiir die Versuche wurden einmal ganze Froschschenkel isotonisch 
direkt mit 50 bis 1300 Einzelschlagen in Abstainden von 5 Sekunden 
gereizt. Das Ergebnis ist in Tabelle III dargestellt. Unter diesen 
Versuchsbedingungen ist erst bei etwa 400 Einzelschligen ein eben 
beginnender Zerfall des Pyrophosphats festzustellen. Bei langer fort- 
gesetzter Reizung (1300 Einzelschlage) ist der Pyrophosphatzerfall 
ein erheblicher. Dabei bleibt der Gehalt an séurestabilem Phos- 
phat praktisch unverindert. Bei isometrischer Reizung  einzelner 
Gastrocnemien in 2 Sekunden Abstand wird die Zunahme an o-Phosphor- 
siure schon deutlich nach etwa 200 Zuckungen. Im Versuch 8 der 
Tabelle [V, wo mit 250 Schlagen in 15 Sekunden Abstand gereizt wurde, 
blieb dieser Zerfall des Pyrophosphats aus. Dies steht in Einklang 
mit der Tatsache, daB die Reizung in gréBeren Abstinden viel schonender 
erfolgt und auch zu einem héheren Milchsiuremaximum fiihrt als bei 
kiirzer aufeinanderfolgenden Reizen. 


Biochemische Zeitschrift Band 203. 12 
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Tabelle IV. 


Direkte isometrische Reizung isclierter Gastrocnemien mit Einzelschlag: ),, 
Eben meximele Reizung mit 2 bzw. 15 Sekunden Abstand. 





mg P.O; pro g Muskel mg Pyros 











2 hosphat- < 
| 1/2 )\ 1 otal eles teal ts 
=3 | a - 2 > = prog Muskel ¢ «g 

Nr. | Datum ss 2 4 nf 3 r] | «3 | OF 
COs 8 @its|38s|}|32%]33) 8 | ees 

<3 & 4 3 © * “5 E Z e ™ 
1928 g Sek. ~ = |} % & ic 

La | 26.VIL | 0,78 greet! — | 1,87 2,69 | 2,73 | 3,48 | 0,82 

1b | | — | — | 1,84 2,64 | 2,71 | 8,42 | 0,80 

2a 26. VII. | 0,84 | — | 1,86 | 2,77 | 2,81 | 3,60 | 0,91 

2b 200; 2 | 2,09 | 2,79 | 2,88 | 3,62) 0,70/ 0,21 28 

3a 26.VIL | 080) — | — | 2,00) 284 2,89 | 3,58) 0,84 

3b | 400; 2 | 2,26 2,85 | 2,89 | 3,64 0,59 0,25 30 

4a | 26.VIL | 0,76) — | — | 1,92 | 2,60 | 2,63 | 3,50 0,68 

4b | 600) 2 | 2.89 | 2,75 | 2,81 | 3,58) 0,36 0,32 47 
; | j | 

5a | 26.VII. | 0,79) — | — | 1,92 | 2,67 | 2,75 | 3,52 | 0,75 

Bb | 800| 2 | 2,81 | 2,70) 2,77 | 3,51 0,89 0,36 48 

6a | 26.VIl | 085) — | — || 2,01 | 2,81 | 2,85 | 3,48 | 0,80 

6b 1000, 2 | 2,30 | 2.68 | 2,71 | 339 038/042 52 

| 

7a | 26.VIL | 0,78; — | — | 1,93! 2,69 | 2,76 | 3,38 0,76 

7b | 1500, 2 | 2,56 | 2,87 | 290/347 0,31 0,45 59 

8a | 18. IV. | 089; — | — || 1,89 | 2,50 | 2,55 | 3,10) 0,61 

8b } 250) 15 | 1,88 247/249/312 059) 0 0 


Die gereizten Muskeln wurden unmittelbar nach der Reizung 
gleichzeitig mit den in Luft bei Zimmertemperatur aufbewahrten 
Kontrollmuskeln in Trichloressigsiure zerdriickt. 


Die 7- und 15-Minuten-Werte liegen bei den beiderseitigen Muskeln 
in den Versuchen 4, 6 und 7 der Tabelle IV etwas auBerhalb der Fehler- 
grenzen, jedoch nach beiden Richtungen (+ 0,15, — 0,13, + 0,18 mg 
P,O, pro Gramm Muskel). Die Abweichung ist auf die gelegentlich vor- 
kommenden Gewichtsdifferenzen bei kcrrespondierenden Gastrocnemien 
zuriickzufiihren, deren Einzelgewicht in diesem Versuch nur fiir den 
Ruhemuskel bestimmt wurde. Unter Beriicksichtigung der Gesamtpho- 
phatwerte in den Versuchen (+ 0,08, — 0,09, + 0,09), die die Differenzen 
im Muskelgewicht wiederspiegeln, und die prozentual fiir den Gehalt an 
Pyrophesphorséure zu vernachlassigen sind, ergeben sich danach praktis«!) 
dieselben Werte fiir das siurestabile Phosphat. Es ist jedoch die Méglich- 
keit nicht von der Hand zu weisen, da8B bei dieser forcierten Tatigkeit 
des Muskels auch ein Teil des séurestabilen Phosphats, insbesondere les 
Embdenschen Hexosemonophosphorséureesters, zerfallt. 
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Bei der Reizung mit Einzelschlagen kénnen sich gelegentlich 
ywei Vorgange, Veresterung von Phosphat und Aufspaltung von Pyro- 
phosphat, tiberschneiden. Die beiden bisher gefundenen Beispiele sind 
in Tabelle V angefiihrt. 


In Versuch 1 war mit 350 Einzelschlagen in 5 Sekunden Abstand 
direkt gereizt, in Versuch 2 mit etwa 400 Einzelschlagen in 5 Sekunden 
Abstand indirekt. 


Tabelle V. 





| | mg P,O; pro g Muskel 


| sis. 

= i233 - Ld > - | 82 t& 

Nr. | Datum Reizart 3 B= | s ’ ) € ae €y. re) F 
© | Oe] es s 3 e2 Ea eee 

E 3s 33 2 = se ie | *4 

1928 z - = > z 
| 

la 16. IV. — — 124/193 261 | 265 317 0,68 | 0,56 
ib direkt 450 — (2,03 2,47 | 2.56 | 3,23 (44 | 0,76 
2a 18. IV. — — | 0,70; 1,86 241 | 2,47 | (2,88)* 0,55 | 0,47 
2b indirekt 8350| — 1,81 2,23 | 227 2,88 0,42 | 0,65 


* Nicht fiir sich bestimmt. 


Die Zunahme des direkt bestimmbaren Phosphats bei langer fort- 
gesetzter Tatigkeit von Froschiauskeln ist zuerst von Hmbden und 
seinen Mitarbeitern gezeigt worden, aber auf den Zerfall von Lactaci- 
dogenphosphorsaure zuriickgefiihrt'. Auf Grund dieser neuen Befunde 
ist dieses Phosphat aus der Pyrophosphatfraktion abgespalten. 


Neben dieser P,O,;-Abspaltung bei langer fortgesetzter Reizung 
beschreiben Embden und Lawaczeck eine andere Versuchsanordnung 
mit kurzer Reizzeit, bei der das im Augenblick der Kontraktion zer- 
fallende ,,Lactacidogen‘‘ der Resynthese durch schnelles Abtiten des 
Muskels entzogen werden soll*. Im Gegensatz hierzu wird von Eggleton 
und Eggleton® angegeben, dab dann kein Esterzerfall, sondern eine 
Estersynthese stattfindet. Zwei solche Versuche, in denen diese Ver- 
esterung nach kurzer tetanischer Reizung auch von mir gefunden 
wurde, wo aber der Gehalt an Pyrophosphat vor und nach der Reizung 
unverandert geblieben ist, sind in Tabelle VI dargestellt. (Uber die 
Erscheinung der Veresterung selbst soll in einem anderen Zusammen- 
hang berichtet werden.) 


1 Embden, 1. c. 
2 Derselbe, 1. c., S. 405. 
’ P. und G. P. Eggleton, Journ. of Phys. 63, 155, 1927. 
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Versuch vom 4. Juni 1928. 


Reizung mit kurzen Tetani. 

Zwischen den einzelnen Tetani je 30 Sekunden Erholung. Der Ruh«-. 
muskel wurde sofort in eiskalter Trichloressigsiure abgetétet, der gereiz( « 
Muskel im Tetanus bei gleichzeitiger mechanischer Ausschaltung des Rei 
stroms in fliissiger Luft gefroren. 








‘abelle VI. 
mg P.O; pro g Muskel 

N Muskel- lp ete ae T - | 
r. | gewicht | Reizdauer  |eistung direkt | 7'sHydros | nach Ver-| "YO" | Saures 
P kg/Sek. bestimmt lyse aschung oe | — 

| | 

la 0,715 Rube -- | 1,99 2.69 3,18 0,70 0,49 
ib 5.2” 18,5 | 1,78 2,37 3,19 0,64 0.82 
2a 0,655 Ruhe _ 2,33 2,92 3,67 0,59 0.75 
2b $.2” 7,5 2,12 2,72 3,56 0,60 0,84 


Jede weitergehende Aufspaltung von Pyrophosphat bei langer 
fortgesetzter Reizung des Muskels erwies sich als irreversibel. Auch 
bei kiirzerer Reizung, wobei mit 200 bis 300 Einzelschlagen isometrisch 
direkt gereizt wurde, war in den bisherigen im Sommer dieses Jahres 
angestellten Versuchen keine Zuriickbildung des aufgespaltenen Pyro. 
phosphats bei Erholung in Sauerstoff feststellbar. Embden und Hentschel', 
die das Wiederverschwinden des bei der Reizung zugebildeten 
o-Phosphats eingehend untersucht haben, fanden bei weitgehender 
Phosphorsaureabspaltung ebenfalls kein Wiederverschwinden von Phos- 
phat, bei maBiger Reizung von Froschschenkeln mit schwacher Be. 
lastung dagegen bei nachtraglicher Erholung in O, regelmabig wenig- 
stens eine teilweise Resynthese. Es ist noch zu untersuchen, ob in 
diesen Fillen bei maBiger Reizung eine Ziiriickbildung des Pyro- 
phosphats oder eine Veresterung stattgefunden hat. (Uber eine fer. 
mentative Bildung von Pyrc phosphat unter dem Einflu8 von Adenosin- 
phosphorsiure berichtet Lehnartz in einer vorlaiufigen Mitteilung*) 

In einem Falle, wo iibermaBig stark direkt isometrisch gereizt war 
(200 Einzelschlige, 2 Sekunden Abstand), die Hubhéhe aber erst nur wenig 
abgenommen hatte, fand bei dem folgenden L5dstiindigen Aufenthalt ces 
Muskels in Sauerstoff eine weitere bedeutende Zunahme von Orthophosphat 
statt. Neben dem fortschreitenden Zerfall des Pyrophosphats war dann 
auch ein Teil der séurestabilen P-Verbindungen aufgespalten. Bei dieser 
iibermaéBigen Reizung (Rollenabstand des Induktoriums Null) muB8 also 
trotz kaum verminderter Arbeitsfahigkeit die Zellstruktur schon weit- 
gehend geschadigt worden sein. 





1 Hoppe-Seylers Zeitschr. 151, 167, 1926. 
2 Klin. Wochenschr. 7, 1645, 1928. 


Ge 
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4. Das Verhalten bei der Starre. 


Von den verschiedenen Starreformen des Muskels wurden die 
Warme- und die Chloroformstarre untersucht. Bei der Warmestarre 
wird praktisch das gesamte Pyrophosphat und ein geringer Teil der 
siurestabilen Ester gespalten, bei der Chloroformstarre findet neben 
der tiberwiegenden Pyrophosphatabspaltung eine geringe Veresterung 
statt. Zwei Beispiele sind in Tabelle VII wiedergegeben. 


Wadrmestarre. 17. Februar 1928. 


Der eine Gastrocnemius wurde sofort in Trichloressigsiure zerdriickt, 
der andere nach zweistiindiger Inkubation in 1,0 cem Ringerlésung bei 37°. 


Chloroformstarre. 17. Februar 1928. 
Ein Gastrocnemius wurde 1% Stunden in eine mit Chloroformdimpfen 


gefiillte Flasche gehangt. Nach wenigen Minuten war maximale Kontraktur 
eimgetreten. 


Tabelle VII. 











mg P,O; pro g Muskel mg | mg 

Mek. [-——T-~ — | P2Os 

Nr. Behandlung gewicht direkt 7's 15’. nach oss | saures 
bes Hydros| Hydros Ver hat | stabiler 

g stimmt lyse lyse aschung 2O5 | Ester 

ia | Ruhewert ... 0,855 2.1 | 2.73 | 281 371 9,72 | 0,98 
ib | Warmestarre . . 0,855 2,71 | 281 | 2,77 3,69 0,10 | 0,88 

i 

2a | Ruhewert ... 0,875 1,85 | 2,52 | 2,56 3,44 9,67 | 0,92 
2b || Chloroformstarre 0,875 2,21 | 236 | 244 346 0,15 1,10 


IV. Die autolytische Aufspaltung des Pyrophosphats. 
1. Im Froschmuskelbrei. 


Bestimmt man in enteiweiBtem Muskelbrei a) in frischem Zustande, 
b) nach zweistiindiger Autolyse bei 38° die Kurve der Aufspaltungs- 
geschwindigkeit in n HCl bei 100°, so erhalt man Kurven, wie auf der 
Abb. 1 dargestellt (Tabelle VIII, Nr. 1). Wiederholt man den Versuch 
unter Zugabe von Na-Pyrophosphat zu dem Brei, so erhalt man Kurven 
wie in Abb. 2 (Tabelle VIII, Nr. 2), bei Zugabe von Embdenschem 
Ester (Hexosemonophosphorsaure) wie in Abb. 3 (Tabelle VIII. Nr. 3), 
bei Zusatz von ungereinigtem Harden-Youngschem Ester (Hexose- 
diphosphorsaéure; Magnesium-Candiolin, Bayers Farbwerke) wie in 
Abb. 4 (Tabelle IX, Nr. 3). 

Aus diesen Kurven ergibt sich folgendes: Der Gehalt des frischen 
Muskelbreies (Abb. 1, Tab. VIII, 1 a) an direkt bestimmbarem Phosphat 
betrigt 1,94 mg P,O, pro Gramm, nach 7 Minuten Hydrolyse 2,63 mg; 
Gehalt an Pyrophosphat-P,O,; 0,69 mg; nach zweistiindiger Autolyse 
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o % 45 90 180 300 
Mydrolysezeit in Minuten 


Abb. 1. P,Os*Abspaltung bei der Autolyse von frischem Muskelbrei. 
Kurve I: O———©  P,O;-Abspiltung bei der Hydrolyse der siureléslichen P-Verbindungen 
aus frischem Muskelbrei in n Salzsiure bei 100°. 
Kurve Il: © 3 wie Kurve I nach zweistiindiger Autolyse des Breies bei 38°. 
Abszisse: mg P.O, pro g Muskel. Ordinate: Hydrolysezeit in Minuten. 
Die wagerechten Linien fiir die Hydrolysezeit 0 geben den Gehbalt an direkt bestimm- 
barem Phosphat an. V ist der Wert fiir das gesamte saurelésliche Phosphat (nach Versschung) 
Der senkrechte Abstand zwischen den wagerechten Linien der Kurven I und II gibt die 
Menge des bei der Autolyse aby It Phosphats an. Bei der Autolyse ist also tiberwiegend 
das in den ersten 7 Minuten der Saurehydrolyse aufspaltbare Pyrophosphat gespalten. 
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Abb 2. Aufspaltung von zugesetztem Na+Pyrophosphat bei der Autolyse von Muskelbrei. 
Kurve I: 4 4 P,OssAbspaltung bei der Hydrolyse der saureléslichen P-Verbindungen 
aus dem frischen Muskelbrei, 
Kurve Il: O———© dasselbe nach Zusatz von NasPyrophosphat. 
Kurve III: © © wie Kurve II nach zweistiindiger Autolyse des Breies bei 38°. Beschriftung 
wie Abb. 1. 








Das vorgebildete und zugesetzte Pyrophosphat sind bei der Autolyse vollstindig zu 
Orthophosphat aufgespalten. 
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Abb. 3. Aufspaltung von zugesetztem Embdenschen Ester bei der Autolyse von Muskelbrei. 
Kurve I: 4 4 P,Os-Abspaltung bei der Hydrolyse der siureléslichen P-Verbindungen 
aus dem frischen Muskelbrei. 
Kurve If: O———©) dasselbe wie Kurve I nach Zusatz von Embdenschem Ester (2,2 mg P, Os 
pro g Muskel). 
© wie Kurve II nach zweistiindiger Autolyse des Breies bei 38°. Beschriftung 








Versuch vom 8. Marz 1928 (hierzu Abb. 1 bis 3). 


Phosphorséurespaltung in Muskelbrei bei 38° in KCl-Bicarbonatlésung 
nach 2 Stunden ohne und mit Zusatz von Pyrophosphat und Embdenschem 
Ester. Je 1,0 g Froschmuskelbrei + 1,0 com KCl-Bicarbonat mit bzw. ohne 
Zusatz. 

Tabelle VIII. 





mg P, Os; pro Ansatz 








a Be- 
Nr. Versuchsansatz direkt nach Hydrolyse in n HCI nach meér- 
Ver. kung 


stuamt | - 15’ | 45 | 90 | 180° | 300’ ‘aschung 
_t _ i ‘ = ‘ u 


la Frischer Muskelbrei _ 1,94 2.63 | 2,68 2,74 | 2,84 2,87) 2, Zu 
1b | Nach 2 Std. bei 38° 288 |2,93 2,95 2,97 2,99 2.98'3,038 3,65  Abb.1 


2a Mit Pyrophosphat- 
zusatz v. Autolyse 2,00 | 4,44 4,48 4,57 4.61 4,65) 4,71 5,63 | Zu 


2b Mit Pyrophosphat- Abb. 2 
zusatzn. Autolyse 455 — 4,59 4,59 4,72 4,71/4,72) 5,68 | 
3a Mit Embdenschem 
Ester vy. Autolyse 1,96 | 2,69 2,71 2,83 3,06 | 3,23/3.42 580 | Zu 
3b Mit Embdenschem Abb. 3 


Ester n. Autolyse | 4,27 |4,88 4,38 4,45 4,42/ 452/456, 5,82 
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(Tabelle VIII, 1 b) sofort gefunden 2,88 mg, entsprechend einer Zunahn 
von 0,94 mg P,O,, die also zu etwa drei Viertel aus dem zerfallenen Pyr: 
phosphat stammen. Das zugesetzte Pyrophosphat, etwa 2,0 mg P,O; pro 
Gramm Brei (Abb. 2), wird bei der Autolyse vollstandig gespalten. A\s 
Vergleich ist als Kurve a—a die Aufspaltungskurve von frischem Muske| 
brei eingezeichnet. Fiir den Versuch in Abb. 3 waren etwa 2,2 mg Hexos: 
monophosphorsiure-P,O, (Embdenscher Ester) zugesetzt, in Abb. 4 
etwa 1,65 mg P,O, Hexosediphosphorsaureester. Beide Kohlehydrat 
phosphorsiureester werden fast vollstandig bei der Autolyse gespalte: 
Auch hier sind zum Vergleich die Aufspaltungskurven fiir den zu. 
gehérigen frischen Muskelbrei mit eingezeichnet. 


Diese Versuche zeigen, da der iiberwiegende Teil des bei der 
Autolyse von Froschmuskelbrei zugebildeten direkt bestimmbaren 
Phosphats aus dem Zerfall von Pyrophosphat stammt und nicht aus 
dem Zerfall von Embdenschem Ester oder Hexosediphosphorsaure 
herriihrt. Auf die Frage, wieviel Embdenscher Ester nun in der 
Muskulatur vorhanden ist, soll auf 8.201 zuriickgekommen werden 
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Abb. 4. 
Aufspaltung von zugesetzter Hexosediphosphorsiure (Candiolin) bei der Autolyse von 
Froschmuskelbrei. 
Kurve I: 4 4 P,Os-Abspaltung bei der Hydrolyse der siureléslichen P-Verbindungen aus 





frischem Muskelbrei. 
Kurve Il: O———© dasselbe wie Kurve I nach Zusatz von Hexosediphosphat (1,65mg P) 
pro g). 
Kurve Ill: © © wie Kurve Il nach 105 Minuten langer Autolyse des Breies bei 40°. Be 
schriftung wie Abb. 1. 
Das zugesetzte Hexosediphosphat wird bei der Autolyse fast vollstandig gespalt 
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Versuch vom 12. Mdrz 1928 (hierzu Abb. 4). 


a-Reihe vor der Autolyse. 


b-Reihe nach 105 Minuten bei 40°. 


Je 1,0g zerschnittene Froschmuskulatur. 


Zusdtze. 


Je 


1,0 ecem 


ereinigten Mg-Candiolins. 


KCl-Bicarbonat 


Tabelle IX. 


bzw. 


185 


0,7 cem KCl-Bicarbonat 
0,3cem Lésung des Na-Salzes vom Embdenschen Ester oder des un- 





” 


Nr Versuchsansatz 
la Frischer Muskelbrei . 

n lb Nach Autolyse 
) 


2a Mit Embdenschem Ester vor Autolyse 
»  nhach 


) 
3a Mit Mg-Candiolin vor Autolyse . 
3 nach , 


direkt nach Hydrolyse inn HCl nach 


stimmt 
2,13 
2,89 
2,13 
4,10 
2,13 
4,40 





mg P.O, pro Ansatz 


7’ 15’ 
2.79 | 2,85 
2,95 | 2,92 
284 | 2,89 
4.21 4,30 


3,35 , 3,65 
449 451 


er 
180° aschung 


3.10 3.70 
3,14 3,86 
831 5.89 
460 590 
4.56 5,36 
4.51 5,34 


Ein Versuch iiber den zeitlichen Verlauf der spontanen Pyro- 
phosphatspaltung in Muskelbrei bei Suspension in KCl-Bicarbonat- 
lisung bei 40° ist in Tabelle X und Abb. 5 dargestellt. 
der P,O,-Werte fiir direkt bestimmbares Phosphat allein ist nur eine 
allmahliche Abspaltung von o-Phosphat zu beobachten. 
mit den Hydrolysewerten sind jedoch drei Vorgiainge zu erkennen: 
|. die relativ schnelle Aufspaltung der Pyrophosphatfraktion, die zum 
groBten Teile nach einer halben Stunde beendet ist, 2. eine Veresterung 


wahrend der ersten halben Stunde, 


Auf Grund 


Zusammen 


3. die nach dieser Zeit einsetzende 


langsame Aufspaltung der Ester. Diese Erscheinungen an zerschnittener 
Muskulatur entsprechen der von O. Meyerhof'! im Muskelextrakt ge- 


Muskelbrei von Temporarien. 
Autolyse bei 40°. 


Bicarbonatlésung. 


Versuch vom 12. Marz 1928. 


Tabelle X. 


Je 1,0g Muskelbrei in 1,0cem KCIl- 





Nr. 
1 
2 
us 3 
4 
5 


1 Diese Zeitschr. 





Inkubation 


Min. 


0 
10 
30 
65 

105 


178, 


direkt bestimmt 7'-Hydrolyse 


2,13 
2,28 
2,41 
2,65 
2,89 





462, 


mg P, Os pro g 


15’ Hydrotyse 


mg Pyrophos- 
puateP, O; 


0,66 
0,37 
0,16 


0,07 
0,06 
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fundenen Veresterung und der folgenden Wiederaufspaltung bei Zusa: 
von Polysacchariden und gegebenenfalls Phosphat. Eine solche Ve: 
esterung steht aber mit der Pyrophosphataufspaltung in keinem uwr- 
sichlichen Zusammenhang, da die Aufspaltung in anderen Versuche: 
auch ohne jede Veresterung verlief. 
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Abb. 5. 

Bestimmung des zeitlichen Verlaufs des P-Umsatzes bei der Autolyse von Froschmuskelbrei bei 

40° in Kaliumchloridbicarbonatlésung. 

Kurve I: O———©) P, Os«Werte fiir direkt bestimmbares Phosphat. 

Kurve II: 0 3 P,OssWerte nach 7 Minuten langer Hydrolyse in n Salzsiure bei 100°. 
Die senkrechten Verbindungslinien zwischen den beiden Kurven geben den Gehalt an 
Pyrophosphat-P, O; an. 

Abszisse: mg P,O; pro g Muskelbrei. 
Ordinate: Autolysezeit in Minuten. 





Beschreibung im Text. 


Die Aufspaltung des Pyrephosphats im Froschmuskelbrei erfahrt 
eine sehr eigenartige Hemmung in Gegenwart héherer Konzentrationen 
von o-Phosphat. Suspendiert man den Brei in der bicarbonatalkalischen 
KCl-Lésung, so ist das Pyrophosphat bei 20° nach 90 Minuten fast 
voéllig gespalten, in m/16 Na,HPO,-Lésung jedoch nach 3 Stunden, 
oft noch viel spater, erst zur Hilfte (s. Tabelle X1). 


Diese Hemmung der Pyrophosphatspaltung ist spezifisch fiir das 
Phosphatanion (Arseniat wurde noch nicht untersucht). Sie tritt in 
derselben Weise auf mit K,HPO,, ebenso mit einem Phosphatpuffer 
von px 7,14, erweist sich aber stark abhangig von der Konzentration 
der Phosphatlésung. Wahrend eine 1°%,ige K,HPO,-Lésung starke 
Hemmung zeigt, bleibt eine 0,33 °,ige K,HPO,-Lésung ohne Einflul 
Entsprechend hemmt Muskelkochsaft, der durch kurzes Aufkochen 
von Muskelbrei in demselben Volumen 1%iger K,HPO,-Lésung 
hergestellt wurde, infolge der Verdiinnung schwacher als 1 °,ige K, H PO,- 
Lésung selbst. Auch beim Muskelkochsaft blieb ohne EinfluB, ob der 
Saft selbst (mit einem pg von etwa 7,2) oder ein alkalisierter Kochsaft 
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Versuch vom 20. April 1928. 


Abspaltung von P,O, in Froschmuskelbrei bei 20°. 

Versuchsansatz A: Je 1,0g¢ Muskelbrei in 0,5 ccm KCl-Bicarbonat- 
josung. 

Versuchsansatz B: Je 1,0g Muskelbrei in 0,5 cem m/16 Na,HPO,- 
Losung. 











Tabelle XI. 
qT Gefunden mg P,O; pro 
Inkubations- . Versuchsansats Zi re Pyros Cini } fia m are 

Nr. zeit : phosphat- a 

ee 7’ 15’ P,05 | o*Phosphat obaem 

Min. | ster 
A. 1g Muskelbrei in 0,5cem KCl-NaHC O,-Lésung. 
1 0 2,12 2,71 2,74 0.59 -~ — 
2 30 2,06 2,46 2,53 040 | —0,06 + 0,25 
3 60 2,13 2.39 2,43 026 | 0 + 0,32 
4 90 2,29 2,39 2,41 010 | +017 40,32 
5 120 2,35 2,45 —- 0,10 + 0,23 +. 0,26 
6 150 2,41 2,48 2,51 007 | +029 + 0,24 
7 180 2,48 2,52 2,57 0,04 + 0,36 + 0,20 
B. 1g Muskelbrei in 0,5cem m/16 NagHPO, (= 2,23 mg P,0;,). 

1 0 4,35 4,96 5,01 061 ~- — 
2 30 4,22 4,79 4,82 0,57 — 013 + 0,17 
3 60 4,16 4,69 4,74 0,53 — 0,19 +- 0,27 
4 90 4,39 4,66 4,75 0,33 — 0,05 + 0,30 
5 120 4,29 4,60 4,76 031 — 0,06 + 0,36 
6 150 4,27 4,60 4,69 033 — 0,08 + 0,36 
7 180 4,24 4,55 4.61 031 — O11 + 0,41 


vom pg 8,30 verwendet wurde. Ebenso beeinfluBte alkalischer Glykokoll- 
puffer die Pyrophosphatspaltung nicht. 


Die Versuchsansatze und die Ergebnisse sind aus der Tabelle XII 
zuersehen. Die Versuche unter demselben Datum wurden mit Portionen 
von dem gleichen Muskelbrei angestellt. Temperatur 20°. Der geringe 
Gehalt des Muskelkochsaftes an Pyrophosphat ist in Abzug gebracht. 
(Einige Versuchsreihen mit Muskelkochsaft gingen dadurch verloren, 
dai der Trichloressigsiureextrakt getriibt und fiir die P-Kolori- 
metrierung unbrauchbar war.) 


Meyerhof hat in seinen Untersuchungen iiber die Atmung der 
Froschmuskulatur! gefunden, daB die Atmung zerschnittener Frosch- 
muskulatur bei der Suspension in 1,5°,iger _K,HPO,-Lésung und 
noch mehr in Phosphat-Muskelkochsaft gegeniiber NaCl-Lisung 
und destilliertem Wasser ansteigt und darin iiber 5 Stunden konstant 


1 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 20, 1919. 
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bleibt. Es war daher zu untersuchen, ob eine Beziehung zwisch:» 


dem Pyrophosphatgehalt des Breies und der Atmung besteht. |e 
folgenden Versuche schlieBen einen solchen Zusammenhang aus. 


Tabelle XII. 





Gefunden mg Pyrophosphat-P, 0, nach der 
Inkubationszeit in Min. 


Nr, Datum Versuchsansatz 


Phosphat 


0 0» & WM 120 180 240) 3) 


Konzentration 
d. Inkubations: | 
flussigkeit an 


la 23.1V. O8g Muskelbrei + 
0,5eem 1%ig. KgHPO, m 17 0,70 0,66,0,59.0,49,0,45 10,40 0,34 0.24 
1b 23.1IV. O,8g Muskelbrei + 
0,5cem 1° ig. KgHPO, 
+1,0cem KCl-Bicar- 
bonatlosung m/50 0,70, — 0,38 — 0.24 011 — 


2a 25.1V. O8g Muskelbrei + 
0,5cem KCl-Bicarbo- 
natlosung 0 0,63 — 0,26 — -- 
2b 25.1V. O8g Muskelbrei + 
0,5 cem Phosphat- 
Muskelkochs. (pq 7,2) m/25 0,60) — 0,39 — |0,18 0,08 - 
2c | 25.1V. 0,8 g Muskelbrei + 
0,5cem Glykokoll- 
puffer (Py 9) 0 (0,63 — 0,36 — (0,15 0,11 
8a _ 27.1V. 0O,8g Muskelbrei + 
0,5cem Phosphat- 
puffer (pq 7,14) m/15 0,71, — 0,59 — 0,475 0,425 0,46 0.41 
3b 27.1V. O8g Muskelbrei + 
0,5cem Muskelkoch- 


saft (py 8,30) m/25. 0,61 — 0,36 — 0,34 0,16, 0 0 
4a 8. V. 04g Muskelbrei + < 
0,.2ccm 1,5°%ig. 
K,HPO, m/ 11 0,77) nach 7 Stunden 0,30 


4b 8. V. 04g Muskelbrei + 
0,2 cem Muskelkoch- 
saft (mit 1,5% ig. 

K,HPO, hergestellt) 0,67| nach 7 Stunden 0,20 


In dem Versuche vom 8. Mai (Tabelle XIII) war die Atmung 
noch nach 7 Stunden voéllig konstant, der Pyrophosphatgehalt dann 
jedoch auf etwa ein Drittel abgefallen. In dem Versuche vom 14. Mai 
1928 (Tabelle XIV), in dem die Atmung 8 Stunden verfolgt wurde 
war der Sauerstoffverbrauch nach dieser Zeit um die Halfte bis ein 
Drittel abgefallen, das Pyrophosphat in K,HPO,-Lésung vollig. in 
Phosphat-Muskelkochsaft bis auf 10 bis 15°, aufgespalten. 


Die Bestimmung des Anfangsgehalts an Pyrophosphat-P,O, erfolct: 
in einer aliquoten Probe, der Endgehalt in dem gemessenen Muskelbrei 
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Versuche vom 8. und 14. Mai 1928. 


Je 0,4 ¢ Muskelbrei mit 0,2 cem 1,5°,iger K,H PO,- 


Losung bzw. Muskelkochsaft, der mit 1,5°,iger K,H PO,-Lésung hergestellt 
war. Die Atmungsmessung geschah manometrisch nach Warburg unter 


Fiillung der AtmungsgefaBe mit O,. 
0,-Sehwund) in Millimetern, Qo, 
Gramm Feuchtgewicht und Stunde. 


Tabelle XIII. 


— h ist die abgelesene Druckdifferenz 
Kubikmillimeter O,-Verbrauch pro 
(Tabellen XIII und XIV.) 





Zeit 


Inkubation in K,H PO, 





Inkubation in Muskelkochsatt 








—Amm QO, —hAmm QO, 
Anfangsgehalt : 0,77 mg Pyrophosphat- 0,67 mg Pyrophosphat- 
P, Os/g Ps Os/g 
Ob 30’ 50 83 49 67 
1 00 108 96 126 105 
2 00 234 105 307 124 
2 30 300 101 409 139 
3 14 396 106 543 122 
4 00 495 110 704 146 
4 30 563 113 799 130 
5 10 643 100 aA aa 
5 30 693 124 937 94 
6 00 755 103 1018 111 
6 30 816 101 1107 122 
7 00 881 108 1202 116 
Endgehalt : 0,30 mg Pyrophosphat- 0,20 mg Pyrophosphat- 
P, Ogg P, Os/g 
Tabelle XIV. 
Inkubation in K, HPO, Inkubation in Muskelkochsaft 
Zeit - ————— 
—Amm QO, —hmm Q 0, 
Anfangsgehalt : 0,71 mg Pyrophosphat- 0,69 mg Pyrophosphat- 
P, Oye P, Ong 
Ob 45’ 114 126 170 155 
1 45 262 123 388 149 
2 45 45 119 591 139 
3 30 492 97 708 107 
4 30 611 99 864 106 
4 45 642 103 905 112 
5 30 731 98 1015 100 
6 50 860 80 1185 87 
7 30 919 73 1245 62 
8 00 961 70 1302 77 
Endgehalt: 0,0 mg Pyrophosphat- 0,09 mg Pyrophosphat- 
P,0,/g P,0;/g 
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Es hat den Anschein, als ob auch die Atmung des Muskelbreies selbst k 
servierend auf den Gehalt an Pyrophosphat einwirkt. (Die fritheren V, r. 
suche waren wahrend des Stehens an der Luft, also praktisch anaer)} 


ausgefiihrt '.) 


2. Aufspaltung des Pyrophosphats im Froschmuskelextrakt. 


Der Extrakt wurde nach der Vorschrift von O. Meyerhof? durch 
Extraktion der Muskulatur mit 0,9° iger KCl-Lésung _hergestellt 
Er eignet sich besonders zur Untersuchung der enzymatischen Vor. 
ginge im Muskel unter variierten Milieubedingungen. 


Das pyrophosphatspaltende Ferment ist wasserlislich. Jedoch 
geht wahrscheinlich nur ein geringer Teil in Lésung. da auch Muskulatur, 
die durch dreimaliges Waschen mit der 60fachen Menge eiskalten 
destillierten Wassers fast véllig von saureléslichen P-Verbindungen 
befreit war, Pyrophosphat glatt aufspaltet. Als Substrat wurde 
hier das Pyrophosphat in durch Kochen abgetitetem Extrakt ver. 
wendet. Die Aufspaltung des Pyrophosphats ist auch bei 20° nach 
kurzer Zeit vollstandig; sie ist von einer ganz anderen GréBenordnung 
als z. B. die Aufspaltung der Glycerinphosphorsdure durch aus. 
gewaschene Muskulatur. 

Durch Erwirmen von Muskelbrei oder Extrakt im kochenden 
Wasserbad wahrend | Minute wird das pyrophosphatspaltende Ferment 
abgetétet, wobei das vorgebildete Pyrophosphat erhalten bleibt. Das 
Ferment ist kaltestabil. Durch dreimaliges Gefrieren und Wieder. 
auftauen eines intakten Muskels in fliissiger Luft wird die Fahigkeit 
zur Pyrophosphatspaltung (bei 40°) nicht zerstért; oft spaltete aber 
in Eis-Kochsalz-Kaltemisclhtung gefrorener Extrakt das Pyrophosphat 
bei 20° wesentlich langsamer auf als nicht gefrorener Extrakt. 


Die Verteilung der P-Fraktionen in einem Muskelextrakt (aus 
drei Teilen Temporarienmuskulatur durch Extraktion mit vier Teilen 
0,9 °,iger KCl-Lésung) vor und nach .spontaner zweistiindiger Autolyse 
bei 40° zeigt die Tabelle XV. Hier sind ferner unter Nr. 2a die 
Saurehydrolysewerte fiir den Extrakt in Gegenwart von Hexose- 
diphosphorsaure vor der Autolyse (Zusatz 0 81 mg Di-Ester-P,0O,), unter 
Nr.2b die Aufspaltungskurve nach der Autolyse (Zusatz 0,72 mg 
Di-Ester-P,O;) wiedergege ben. 





1 Die Unabhangigkeit von Atmung und Pyrophosphatgehalt wurde 
von Herrn Meyerhof noch in anderer Weise dargetan. (Unverdéffentlichte 
Versuche). Die Atmung ausgewaschener Muskulatur, die véllig frei von 
séureléslichem Phosphat ist, hat in Muskelkochsaft von frischer Muskulat ur, 
der also noch Pyrophosphat enthalt, dieselbe GréBe wie mit Kochsait 
aus bei 38° autolysierter Muskulatur, der also frei von Pyrophosphat ist. 

2 0. Meyerhoj, diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 
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Versuch vom 19. Marz 1928. 


Froschmuskelextrakt aus 3 Teilen Muskeln und 4 Teilen KCl. 27,0cem 
des Extrakts + 3,0 ccm 0,5 mol. NaHCO,, 2 Stunden bei 40° autolysiert. 


Je 3,0cem des alkalischen Extrakts wurden mit 0,8ccm 0,9°,iger 
KCl-Lésung, in der die betreffenden Zusétze aufgelést waren, versetzt. 


Tabelle XV. 





mg P, Os pro com unverdiinnter Extrakt 


phat. 
5 


Pyrophos: 
Py 





Nr. Versuchsansatz direkt Te 15’. 60’. 180’. | nach 


be- Hydro» Hydros Hydros Hydro-| Vers 
| stimmt lyse lyse lyse lyse jaschung 


Gefunden 
mg 
Getunden 
mg ", Os saure 
i} stabiler Ester 


j 
la Ohne Zusatz | 
vorher . . 0,605 | 0,780 | 0,789 0,802 | 0,844 0,981 | 0,175 | 0,201 
1b Ohne Zusatz 
nachher . 0,837 | 0,849 | 0,953 0,851 0,871 0,986 0,012 0,137 


| 
} 


2a + Candiolin 

vorher . . 0,650 | 1,045 | 1,166 1,380 1,586 | 1,722  (0,175)* 0,677 
2b + Candiolin 

nachher . 1,449 | 1,450 | 1,457 1,457 1,476 1,633 0 0,183 


* Aus Nr. 1. 


Das Ergebnis ist dasselbe wie mit Muskelbrei. In dem nativen 
Extrakt werden durch die fermentative Autolyse 0,232 mg P,O, pro 
Kubikzentimeter zugebildet, vor der Autolyse durch 7 Minuten Hydro- 
lyse in n HCl bei 100° 0,175 mg Pyrophosphat-P, 0, gefunden, die also 
ebenfalls drei Viertel des autolysierten Phosphats ausmachen. Die 
Hexosediphosphorsaure und der Embdensche Ester werden ebenso wie 
von Muskelbrei (vgl. 8. 185, Tabelle IX) auch im Extrakt fast voll- 
standig gespalten. 


Wie das vorgebildete Pyrophosphat wird auch zugesetztes Pyro- 
phosphat vom Extrakt gespalten. Die Abhangigkeit dieser Auf- 
spaltung von der [H] ist fiir zwei Beispiele (Versuche vom 15. Marz 
und 18. Juni 1928) in der Abb. 6 dargestellt, wo die Kurven fiir die 
Aufspaltung nach 30 Minuten langer Inkubation bei 20° wiedergegeben 
sind. Die GréBe der Aufspaltung schwankt mit der Wirksamkeit des 
Extrakts, in geringerem Mabe auch die Lage des py-Optimums, das 
in der Nahe des Neutralpunkts liegt. In der Tabelle XVI sind der 
gefundene Pyrophosphatgehalt und die prozentuale Aufspaltung nach 
30, 90 und 180 Minuten langer Inkubation bei 20°, nach 18, 45 und 
120 Minuten bei 40° wiedergegeben. 


Die Pyrophosphataufspaltung war hier in dem Bereich von py 6 
bis 8 bei 20° nach 90 Minuten praktisch vollstandig, bei 40° schon 
nach 18 Minuten. 
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Versuch vom 15. Marz 1928. ‘ 


Aufspaltung von zugesetztem Pyrophosphat in Froschmuskelextrakt 
bei variiertem px. 6 


Versuchstemperatur 20° und 40°. 


Zeiten fiir 20°: 30, 90, 180 Minuten. 
Zeiten fiir 40°: 18, 45, 120 Minuten. 


Muskelextrakt aus 3Teilen Temporarienmuskulatur und 4 Teilen 
0,9 iger KCl-Lésung. 

Versuchsansatz. Je 8,0cem Extrakt wurden mit 1,0 cem m/30 Pyro 
phosphatlésung und 1,0 ccm der Essigsiéure- bzw. Soda-KCl-Lésung ver- 
setzt, in Versuch 1 jedoch 8,0ccm Extrakt mit 2,0cem KCl-Lésung 
(ohne Pyrophosphat). Die py-Messung erfolgte bei den sauren Lésungen 
(bis py 7) mit der Chinhydronelektrode, in den alkalischen Lésungen mit 
der Wasserstoffelektrode. In der Tabelle bedeutet Reihe a Milligramm 
Pyrophosphat-P,O,; pro Kubikzentimeter gefunden, Reihe b_ Prozent 
Pyrophosphat gespalten. 


Tabelle XVI. 














_ Versuchsansatz es bebetaten Ate Oe 
Nr! SMnr90 Pye ae ee |) oO 
phosphat, dazu 30’ | 90 180° 18’ 45’ 120’ lies 
1 + 2,90 cem KCl (ohne )0.24' 0 12) “ak 0 | 0 0 0 de 
Pyrophosphatzusatz) 6,45 | })\" 59) “100/100 |100 |100 100 wi 
2+ 1,0 com n/l Eeng- |) | | 2)0,69|| 0,59| 0,28] 0,121 048 030 0 ge 
— eRe his b) 14,5 | 60 | 83 130 | 57 100 
3 + 0,66 cem n/10 Essig- - ial 
.. a a)0,70 | 0,52) 010 0 | O10 O 0 
siure + 0,34 ccm KCl 6,07 | b) 26 | 86 100 | 86 100 100 
‘ 4 + 0,33cem n/10 Essig- f 
nh 7, a) 0,64, 0,34) 0,12 0,07) — 0 0 ul 
siure + 0,67 cem KCl 6,55 | b) 47 | 81 s9 | — 100 100 Mi 
— » eq | a)0,70 0,26 010 0 | O 0 0) na 
5 | +1,00cem KC. . ./6,78{/B)»" lee"! ge 109 |100 [100/100 
6 | +0,20cem n/10 Na,CO; ni : 
Bea “ar { a)0,66 | 0,26) 0,12 0,07) 0 0 0 T 
+0,80cem KCl. . 7,05 | b) 60 | 82 89 (100 100 100 P 
7 +0,4%eem n/10 Na,CO; 
: - , a)0,65' 0,32) 011 0 | O 0 0 
+ 0,60eem KCL. 7,21 { })™"” 51°") g3”'\100 [100 100 ‘100 ‘e 
8 | + 0,60cem n/10 NagCO, - ) a 
| +040cem KCl. . 7,54 [| 0)%67 | OAT) 0.08) 008) 8 oe 
| on | 0,62) 0 0,52 0, 53 OO, 1,46 
9 | + 1,00comn/10Na,00,_ 8,64 | to lie | 19 | 148 | 19" | 26 N 


Die genauere Untersuchung der Kinetik der fermentativen Auf- 
spaltung von vorgebildetem Pyrophosphat im Froschmuskelextrakt 
ergibt einige Besonderheiten. Wahrend bei der Verfolgung des zeit- 
lichen Verlaufs bei etwa 38° eine gleichmaBige Aufspaltung gefunden 
wird, die von Anfang an einem monomolekularen Reaktionsverlau! 
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entspricht, setzt bei niederer Temperatur, 20°, die Aufspaltung nur 
langsam ein; sie erhalt erst nach einer wechselnden Induktionszeit bis 
60 Minuten eine annahernd konstante GréBe. Dieses langsame Einsetzen 

100——— $$ 

90\—- — 

80} 





gespa/sfen 


% 


 §20 560 600 640 680 720 760 800 5H, BB 
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is 


\bb.6. Enzymatische Aufspaltung von zugesetztem Pyrophosphat durch Froschmuskelextrakt 
bei 20° in 30 Minuten bei variiertem Py 





Kurve © Versuch vom 15. III. 1928 
Kurve: Versuch vom 18. VI. 1928. 
Abszisse: °/) Pyrophosphat gespalten. Ordinate: py. 


Die GréBe der Aufspaltung schwankt mit der Wirksamkeit des Extrakts. Das 2).*Optimum 
liegt beim Neutralpunkt. 


« 


der Spaltung wird stets bei Extrakten, die bei — 1 bis — 3° dargestellt 
wurden, beobachtet. Ein Versuchsbeispiel ist in Tabelle XVII an- 
gefiihrt. Aus dem letzten Stabe, in dem die nach der Formel 


l a—z2x 
k= Ig : 
_—& ~ 6—&, 
fir die Zwischenzeiten berechneten Konstanten angefiihrt sind (¢ in 
Minuten), ist zu ersehen, daB die Aufspaltungsgeschwindigkeit erst 


nach den ersten 10 Minuten annahernd konstant wird. 


Tabelle XVII. Zeitlicher Verlauf der enzymatischen Aufspaltung von vor- 
gebildetem Pyrophosphat in Froschmuskelextrakt. 
25cecem Extrakt wurden mit 1,5cem gesiittigter NaHCO,-Lésung 
und 7eem 0,9°%,iger KCl-Lésung versetzt. Temperatur 20°. 





mg P, Os; 


ro © BE trakt ire oO 

as pro com Extra _— a 
Nr kubations- nach7 Min. phosphat k.10 

zeit direkt Hydrolyse P2Os 

bestimmt in n HCl e 

Min. bei 100° me ni 
1 0 0,807 0,921 0,114 _— 
2 10 0,860 0,958 0,098 0,016 i4 6,5 
3 20 0,905 0,962 0,057 0,057 BO 23,5 
4 30 0,935 0,971 0,036 0,078 68 19,4 
5 50 0,974 0,987 0,013 0,101 88 21,3 
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Ein weiteres Beispiel, wo dieser Zeitpunkt noch spater, erst nac} 
45 Minuten, eintritt, zeigt die Tabelle XVIII, Versuch 1. 


Dieses Verhalten, das, wie erwahnt, nur bei niederer Temperatwr 
nicht bei héherer, beobachtet wird, muB auf eine besondere Zustan«s. 
form des Substrats zuriickgefiihrt werden, da zu dem Extrakt 721 
gesetztes Pyrophosphat eine solche Induktionsperiode nicht zeigt 
sondern sofort mit gleichmaBiger Geschwindigkeit aufgespalten wir« 
Hierbei verhalt sich das durch Entwassern von zweibasischen Alkali 
phosphaten erhaltene ,,synthetische’* Pyrophosphat in allen Fallen auch 
quantitativ genau so wie das aus frischer Muskulatur isolierte 
, biologische** Pyrophosphat. 


Von dieser Zustandsform, in der sich das vorgebildete Pyrophosphat 
im nicht erwarmten frischen Extrakt und wahrscheinlich auch in 
Muskel selbst befindet, mu vorliufig angenommen werden, daB sie eine 
Adsorptionsverbindung darsteilt, und zwar eine enzymatisch schwerer 
angreifbare Form. Dies folgt auch aus Versuchen, in denen der Einflu! 
von Fluorid auf die enzymatische Aufspaltung des vorgebildeten Pyro 
phosphats bestimmt wurde. Wahrend der Temperaturkoeffizient fii 
10° Temperaturdifferenz @Q,9(3>). fiir den nativen Extrakt zu etwa 
1,5 gefunden wurde (bestimmt fiir die konstante Aufspaltungsperio« 
bei 20°), erwies er sich in Gegenwart von Fluorid als nicht bestimmbar 
groB. In einem Versuch, der in Tabelle XVIII unter Nr. 5d und 5: 
angefiihrt ist, war in Gegenwart von m/10 Fluorid die Aufspaltung 


Versuch vom 4. Oktober 1928. 


Einflu8 von Fluorid auf die Aufspaltung von vorgebildetem Pyrophosphat 
in Froschmuskelextrakt (aus 56 g Muskeln mit 70 ccm 0,9 °, iger K Cl-Lésung 
Versuchsansdtze : 
1. Ohne KF; 1,5cem Extrakt + 0,50 cem 0,9°,iger KCl-Lésung. 
2. m/333 KF; 1,5cem Extrakt + 0,17 cem KCl + 0,33 cem 
0,02 mol. KF. ; 
3. m/l00 KF; 1,5cem Extrakt + 0,40cem KCl + 0,1 ccm 
0,2 mol. KF. 
4. m/33 KF; 1,5 cem Extrakt + 0,17 cem KCl + 0,33 cem 
0,2 mol. KF. 
5. m/lO KF; 1,5cem Extrakt + 0,40cem KCl + 0,10 ccm 
2 mol. KF. 
6. m/2 KF; 1,5cem Extrakt + 0,50cem 2 mol. KF. 


a) Anfangswert. 

b) Nach 20 Minuten bei 20°. 
c) s a - ~ wer 
d) oe oe - BA 
e) ~~ VS is “ oe 
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Tabelle XVIII. 





mg P, O; 
in 7 . pro com Extrakt ym Pyrophosphat 
Nr. bationszeit R.A enero nach 205 ougee 
tration direkt 7 Min. gefunden 
bestimmt Saure- 7 
Min hydrolyse mg mg %, 
la 0 2ne 0 0,626 0,805 0,179 
b 20 20 0 0,641 0,822 0,181 0 0 
¢ 45 20 0 0,670 0,829 0,159 0,020 11 
d 90 20 0 0,779 0,829 0,050 0,129 72 
e 60 38 0 0,831 0,845 0,014 0,165 #2 
2a 0 20 m/333 0,629 0.799 0.179 
b 20 20 m/333 0,598 0,760 0,162 0,017 10 
c 45 20 m/333 0,658 0,729 0,071 0,108 60 
d 90 20 m/333 0,716 0,725 0,009 0,170 95 
3a 0 20 m/100 0,635 0.806 0.171 
b 20 20 m/100 0,603 0,768 0,165 0,006 4 
¢ 45 2n m/100 0.633 0,715 0.082 0.089 52 
d 90 20 m/100 0,670 0,690 0,020 0.151 SS 
4a 0 20 m/33 0.630 0,806 0,176 
b 20 20 m/33 0.576 0,754 0,178 0 0 
e 45 20 m/33 || «0,567 ~=—- 0,695 0,128 0,048 27 
d Yo 20 m/33 0,567 0,655 0,088 0,088 ww” 
e 60 38 m/33 0,800 0,809 0,009 0,167 bs) 
Sa 0 20 m/10 0,629 0.809 0,180 
b 20 20 m/10 0,536 0,734 0,198 0 
c 45 20 m/10 0.518 0,698 0,180 0 0 
d 90 20 m/10 0,510 0,694 0,184 0 0 
e 60 38 m/10 0,753 0,760 0,007 0,137 6 
6a 0 20 m/2 0,634 0,894 0,174 
b 20 20 m 2 | 0,610 0,756 0,146 0,028 16 
ro 45 20 m/2 | 0,596 0,719 0,123 0.051 29 
d 90 20 m/2 " 0,621 0,713 0,092 0,982 47 
e 60 38 m/2 0,676 0,691 0,015 0,159 bt 


Der wasserige KCl-Muskelextrakt ist nicht vd6llig frei von Kohle- 
hydraten. Der unter der Einwirkung des Fluorids gebildete Phosphorséure- 
ester (vgl. die Werte nach 7 Minuten langer Saéurehydrolyse) ist fast 
ausschlieBlich schwer in Sduren hydrolysierbarer Ester (nach Art des 
Embdenschen Hexosemonophosphorsaureest ers). 


des vorgebildeten Pyrophosphats bei 20° noch nach 90 Minuten Null, 
wihrend bei 38° nach 60 Minuten praktisch das gesamte Pyrophosphat 
gespalten war. Dies spricht dafiir, daB hierbei ein Reaktionsteilnehmer, 
wofiir nur das Substrat in Betracht kommt, eine grundlegende Ver- 
inderung vor der Aufspaltung erfahren hat. 

In demselben Versuche (Tabelle XVIII, Abb. 8) ist ferner das 


Verhalten wechselnder Fluoridkonzentrationen auf die Aufspaltung des 
vorgebildeten Pyrophosphats im Froschmuskelextrakt bei 20° untersucht 


13* 
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Das Fluorid ist insbesondere nach den Untersuchungen von Emde» 
Abraham und Lange! durch die vollstandige Hemmung der Kobile 
hydratspaltung im Muskel, ferner durch seine spezifische Hemmung 
der Lipasewirkung? bekannt geworden. Auf die Aufspaltung von 
vorgebildetem Pyrophosphat im Froschmuskelextrakt bei 20° wirk: 
das Fluorid nun in der Weise ein, daB hohe Konzentrationen, m/2 K F 
die Aufspaltung férdern, mittlere, m/10 KF, stark hemmen, geringere 
Konzentrationen, wie m/100 und m/333, wieder fordern. Dieses Resultat 
wurde in fiinf gleichsinnig verlaufenen Versuchen erhalten. In dem 
einen in der Tabelle XVIII angefiihrten und in Abb. 8 graphisch dar 
gestellten Versuche war die Hemmung mit m/10 KF vollstandig 
wihrend in anderen zum Teil noch eine geringe Spaltung festgestell' 
wurde. Diese mit wechselnder Konzentration des Fluorids zweimal 
sich qualitativ andernde Wirkung ist fiir das Fluorion spezifisch. Wir 
nachgewiesen wurde, veriandert sich der pq des Extrakts durch den 
Zusatz von KF nur unwesentlich (um etwa 0,1 py). Von anderen 
Salzen wurde eingehender nur das Natriumsulfat wegen der Nachbar-. 
schaft des SO{- und des F’-Ions in der lyotropen Anionenreihe unter. 
sucht. Wihrend das Na,SO, die Pyrophosphatspaltung von m/333 
bis m/10 in nicht feststellbarem MaBe beeinflu8t, hemmt es bei m/2 
um 20 bis 30°. m/2 KCl wirkt nicht ein, so daB auch kein Konzen 
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Fluoridkonzentrotion 
Abb. 7. Enzymatische Aufspaltung von vorgebildetem Pyrophosphat in Froschmuskelextrakt 
Gegenwart von Fluorid. 
Kurve @ @: 45 Minuten bei 20° inkubiert. 
Kurve _) }: 90 Minuten bei 20° inkubiert. 
Abszisse : °/) Pyrophosphataufspaltung. Ordinate : Fluoridkonzentration in logarithmischem Mafistab 
Die Aufspaltung des vorgebildeten Pyrophosphats ist maximal bei m/333 KF (der geringsten 
untersuchten Fluoridkonzentration), fallt mit steigendem Gehalt an Fluorid ab, wird bei m/10 K F Null 
und steigt dann wieder an. Die Verbindung der Punkte zwischen den Fluoridkonzentrationen Nu! 
und m/333 ist gestrichelt. 








1 Hoppe-Seyler 136, 308, 1924. 
2 Loewenhart und Peirce, Journ of biol. Chem. 2, 317, 1905; weiter 
Literatur s. bei Lipmann, diese Zeitschr. 196, 3, 1928. 
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trationseinfluB der Salze vorliegt. Die Wirkung des Fluorids ist eine 
enzymatische, da es in durch Kochen abgetétetem Extrakt in keiner 
Konzentration eine Veranderung in der Zusammensetzung der P.- 
Fraktionen hervorruft. 

Dieser EinfluB des Fluorids auf die Pyrophosphataufspaltung kann 
nur durch eine kombinierte, gegensinnig verlaufende Wirkung auf 
Substrat bzw. Ferment erklarlich gemacht werden. Es mu aus friiheren 
Untersuchungen angenommen werden!', daB das Fluorion allgemein eine 
Esterspaltung hemmt, und zwar mit steigender Konzentration in 
steigendem Mabe. Zur Erklarung der hier beobachteten Erscheinung ist 
nun zu postulieren, da das Fluorion auf Grund seiner elektronegativen 
Natur? die kolloiden Zustandsformen der Eiwei8verbindungen beein 
fluBt®, zu denen die fragliche Pyrophosphatverbindung zu rechnen 
ware, und anzunehmen, daB es die Umwandlung der enzymatisch 
schwerer angreifbaren Form in die leichter angreifbare férdert. Aus 
dieser hemmenden bzw. férdernden Wirkung, die in einer verschiedenen 
Abhangigkeit von der Konzentration des Fluorids (z. B. in linearer 
bzw. logarithmischer Funktion) stehen miissen. wiirde sich dann das 
dargestellte Verhalten ergeben. 

Fiir die Richtigkeit dieser Annahme spricht, dab die Aufspaltung 
von zum Extrakt zugesetztem, aus Froschmuskulatur dargestelltem 
biologischen** Pyrophosphat (genau so wie von synthetischem Pyro- 
phosphat) durch Fluorid mit steigernder Konzentration in steigen- 
dem MaBe gehemmt wird (untersucht im Bereich von m/2 bis m/100 KF). 
3. Die fermentative Aufspaltung der Pyrophosphatfraktion 

in anderen Zellen. 

Ebenso wie bei Froschmuskulatur verschwindet die Pyrophosphat- 
fraktion auch bei der Autolyse in allen anderen Zellen. 

Bei der Autolyse der zerkleinerten Organe (Kaninchen) bei 40° 

1 Stunde ist die Zunahme an o-Phosphat neben dem vollstandigen 
Zerfall der Pyrophosphatfraktion in mehr oder weniger grobem Mabe 
auf den Zerfall noch weiterer P-Verbindungen zuriickzufiihren. 

Die Aufspaltung wurde eingehender untersucht bei Kaninchen- 
muskulatur, Krebsmuskulatur und Hefen. 


a) Kaninchenmuskulatur. 
Wiahrend bei der Autolyse von Froschmuskulatur bei 40° in bi- 
carbonatalkalischer Lésung nur etwa ein Viertel der gesamten Zunahme 
an o-Phosphat aus dem Zerfall von schwerer in Sauren hydrolysierbaren 


1 Literatur s. bei Lipmann, 1. c. 
2 Freundlich und Aschenbrenner, Kolloid-Zeitschr. 41, 35, 1927. 
3 Vgl. auch Embden, Handb. d. Physiol. 8 (1), 1925. 
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P-Verbindungen stammt, wird in zerschnittener Kaninchenmuskulat\ir 
ein wesentlich gréBerer Teil der in Sauren schwer hydrolysierbaren 
P-Verbindungen aufgespalten. Thr Anteil betrigt etwa 45°,. Wie 
noch weiter unten ausgefiihrt wird, kann der iiberwiegende Teil dieser 
Verbindungen vorlaiufig als Embdenscher Hexosemonophosphorsiure 
ester angesehen werden. 

In Tabelle XIX, Abb. 8, ist ein Versuchsbeispiel iiber die Ve 
teilung der P-Fraktionen in frischem und autolysiertem Muskelbrei 
gegeben. 

Versuch vom 16. Juni 1928. 
Autolyse von Kaninchenmuskelbrei in bicarbonatalkalischer Lésung. 

Je 1,0 g fein zerschnittene weiSe Hinterschenkelmuskulatur + 1,0 ccm 
KCl-Bicarbonatlésung. 2 Stunden bei 39° autolysiert. 


Tabelle XIX. 





mg P,O5 pro g Muskulatur 


| ; direkt nach Hydrolyse in n HCL bei 100° 




















nac! 
| bestimmt 7 "15" 60’ 180’ | Veraschung 
i 
1 Vor Autolyse . 2,00 | 288 | 293 3807 3,35 3,92 
2 Nach , .. | 859 | 364 | 363 | 369 374! 396 
mg 30s 
5,20 
480 
440 
4,00 
‘ 3,60 
3,20 
2,80 
2,40 
2,00 ~—— — -——-— 
| | | 
Oo” 60 780 
Hydrolysezet in Minuten 
Abb. 8. P2O;sAbspaitung bei der Autolyse von Kaninchenmuskelbrei. 
Kurve I: 4 4 P,OseAbspaltung bei der Hydrolyse der saureléslichen P-Verbindungen von 





frischem Muskelbrei in n Salzsiure bei 100°. 
Kurve Il: OQ-———) dasselbe wie I nach zweistiindiger Autolyse des Muskelbreis bei 19° 
Kurve Ill: © C) dasselbe wie I nach zweistiindiger Autolyse bei 39°. 
Kurve IV: @————-@ dassclbe wie I nach Zusatz von Zmbdenschem Ester und zweistiindiger 
Autolyse bei 19°. Beschriftung wie Abb. 1. 








n 
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Der Gehalt an Pyrophosphat war also fiir die frische Kaninchen- 
muskulatur 0,88 mg pro Gramm, nach der Autolyse praktisch Null, 
bei der das direkt bestimmbare Phosphat um 1,59 mg P,O,; zunahm; 
die Zubildung an o-Phosphat aus den schwer in Sauren hydrolysier- 
baren P-Verbindungen betrug also 0,71 mg P,O, = 45°, der Gesamt- 
zunahme. Abb.8 zeigt die Hydrolysenkurven der P-Verbindungen 
aus frischem Kaninchenmuskelbrei, nach zweistiindiger Autolyse bei 
19°, bei 39° und nach Zusatz von Embdenschem Ester (Belegzahlen 
fiir die Kurven I und II der Abb. 8 vgl. Tabelle XIX, fiir Kurven LI 
und IV Tabelle XXV, Nr. 2 und 3). 


b) Krebsmuskulatur, 


Schon von O. Meyerhof und K. Lohmann' war gezeigt worden, dab 
im Krebsmuskelextrakt in bicarbonatalkalischer Lésung bei 20° Arginin- 
phosphorsaure und saiurestabile Phosphorsaureester synthetisiert werden. 
Autolysiert man Krebsmuskelbrei in 1,3°,iger Bicarbonatlésung zwei 
Stunden bei 38°, so werden das Pyrophosphat und die Argininphosphor- 
siure vollig gespalten, wahrend die Tendenz zur Synthese von in Sauren 
schwerer hydrolysierbaren P-Verbindungen bestehen bleibt. (Abnahme 
des direkt bestimmbaren o-Phosphats von 2,32 auf 1,24 mg P,O, 
pro Gramm.) 

Versuch vom 19. Oktober 1928. 


Versuchsansdtze. Je 1,0g fein zerschnittener Krebsmuskelbrei aus 
den Scheren und Schwanzen von zwei FluBkrebsen. Die Messung des py 
erfolgte in parallelen Ans&étzen mit der Chinhydronelektrode. Je zwei- 
stiindige Autolyse bei 20 bzw. 38°. 


Tabelle XX. 





A mg P.O; pro g Muskelbrei 


Nr. Versuchsansatz py = Autolyse direkt nach Hydrolyse in n HCl Ver: 


mg Pyros 
phosphat- 
P,Os; 


| stint | 7’ ww 90’ 180’ aschung 
1,0 g Brei 
+ 1,0 ccm Anfangs-, 979 | 229 - 
| 09 %iger wert 2,73 | 3,82 3,92 4,05 | 454 1,09 


K Cl-Lésung 


2 Dasselbe |7,13 |? Std het 3.18 | 863 3,73 3.98 411) 4,50 045 
3 . 7,18 | 2 Sa, bet! g.80 | 389 396 — 413! 4,55 0,09 
10g Brei 
+ 0,80 com ~ | 2 Std. bei - | mo otha , 
4 Toa 10 (635/871 | 382 391 | 402 4,07 | 4,50 | 0,12 
Essigsaure 


1 O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 22, 1928. 
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Auch in neutraler und schwach saurer Lésung wird das Pyrophosp)|,.' 
nach zweistiindiger Autolyse bei 38° vollstandig aufgespalten, bei 2\) 
in neutraler Lésung zum iiberwiegenden Teile. Hierbei findet n: 
Zusatz von 0,9°,iger KCl-Lésung (pq 7,13) bei 20° noch eine gering 
aber deutliche Veresterung statt, bei der Autolyse bei 38° dagegen 
eine geringe Aufspaltung der vorgebildeten siurestabilen Ester, « 
aber nur wenige Prozente der Gesamtzunahme an o-Phosphat betray: 
sie wird praktisch Null nach Ansauern der Breisuspension mit Essig 
siure auf py 6,35. 

c) Backerhefe. 

Wie aus Krebsmuskalatur wurde auch aus Backerhefe die 
Sauren leicht hydrolysierbare P-Fraktion als Pyrophosphat. isoliert 
Das Pyrophosphat wird bei der Autolyse der Hefezellen mit Toluo! 
vollig aufgespalten. Auch der aus Trockenhefe nach Lebedew he: 
gestellte Hefemazerationssaft ist frei von Pyrophosphat. 

Zum AufschlieBen der Hefezellen eignet sich am besten, wie schon 
in der ersten Mitteilung ausgefiihrt, das Aufkochen der Hefe mit Wasse: 
EnteiweiBen des Kochsafts mit Trichloressigsaure und Klaren der 
getriibten Fliissigkeit durch Schiitteln mit Kaolin. 

Die Ergebnisse der Untersuchung itiber die AufschlieBung de: 
Hefezellen durch kurzes Zerreiben mit Sand in Trichloressigsiur 


Versuch vom 27. Marz 1928. 

A. 5,0 g¢ Backerhefe mit 10,0 cem 4°iger Trichloressigsiure und Sa: 
im scharfen Moérser eine halbe Stunde energisch verrieben, mit weitere: 
20cem Trichloressigsiure versetzt, noch weiter zerrieben, iiber Nac! 
stehengelassen, dann zentrifugiert und das Filtrat mit Kaolin geklirt 

B. 2,0 ¢ Hefe in 5,0 com Wasser verriihrt, in 20 cem kochendes Wasser: 
gegossen, eine halbe Stunde im Wasserbad erhitzt, dann mit 3,0 ¢c: 
40 %iget Trichloressigséiure enteiweiBt, iiber Nacht stehengelassen und weite) 
wie unter A. behandelt. 

C. 2,0g¢ Hefe mit 25ccm Toluolwasser 2 Stunden bei 37° stehe: 
gelassen, dann mit 3,0cem 40°,iger Trichloressigsiure enteiweibt usw 

D. 2,0 g¢ Hefe mit etwas Toluol eine halbe Stunde bei 37° autolysiert 
mit 25 cem Wasser verrieben und nach 1 4% Stunden bei 37° stehengelasse: 

Die Hefe enthielt 30° Trockensubstanz. 

Gesamt-P-Gehalt der frischen Hefe nach Veraschung 13,2 mg P,0 
pro Gramm. 

Tabelle X XI. 





mg P,Os5 pro g Hete im Trichloressigsaurefiltrat 


aa, ee ialitiaduans iiieueneninendeinientinentahibennmetpets on " - mg Pyro 
Nr. | direkt | nach Hydrolyse in n HCI bei 100° nach Phospha 

| bestimmt l ; 7 1s 30’ 60" 120’ | 180" Veraschung P20 
A 2.48 3,18 3,24 3,33 8,37 3,38 3,45 4.30 0,65 
B 3,76 5,70 5.85 5,97 6,02 — 7,65 1,67 
C 6,05 | 6,40 6.51 6,60 6,70 — — 8,43 0.15 
D 6,66 | 6,90 7,08 7,14 7,14 -— 9.04 0 
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sowie durch Aufkochen mit Wasser, ferner tiber die Autolyse der Hefe- 
zellen mit Toluolwasser bzw. nach vorhergehender kurzer Behandlung 
der Hefe mit Toluol sind in Tabelle X XI zusammengestellt. 


Die Berechnung fiir den Gehalt an Pyrophosphat erfolgte hier in 
der friiher (vgl. erste Mitteilung) fiir die Bestimmung von Pyrophosphat 
neben Hexosediphosphorsaure angegebenen Weise. 


Aus den Veraschungswerten folgt, daB durch das Aufkochen der 
Hefe der gréBte Teil des Zellinhalts freigelegt wird. Die AufschlieBung 
der Hefezelle bei der Autolyse ist viel wirksamer, wenn die nicht ver- 
diinnte Hefe zunichst mit Toluol verriihrt wird 


V. Uber die Bestimmung des Embdenschen Esters in Froseh- 
und Kaninchenmuskulatur. 


In den Versuchen tiber die Autolyse bei 40° von Froschmuskelbrei 
S. 181) und Muskelextrakt (S. 190) war gezeigt, dab etwa 75°,, des 
bei der Autolyse zugebildeten o-Phosphats aus dem Zerfall der Pyro- 
phosphatfraktion stammen. Es erhob sich nun die Frage, ob die rest- 
lichen 25°,, etwa 0.2 bis 0.3 mg P,O; pro Gramm Muskel, auf den 
Zerfall von Embdenschem Ester. dem .,Lactacidogen‘**, bezogen werden 
diirfen. Dieser Ester ist eine Hexosemonophosphorsiure, die nach 
Embden und Zimmermann! in frischer Wirbeltiermuskulatur vor- 
handen ist, ein Befund, der von mir bestatigt wurde?. 


Die folgenden Versuche zeigen, dab als Gehalt an Embdenschen 
Ester in Froschmuskulatur maximal 0,1 bis 0,2 mg, in Kaninchen- 
muskulatur maximal 0.7 mg P,O; anzunehmen sind. Der Nachweis 
erfolgt in der Weise, daB in Muskelbrei und -extrakt die Aufspaltung 
der vorgebildeten Phosphorsiureverbindungen bestimmt und mit der 
Aufspaltung von Embdenschem Ester’ verglichen wird. Da bei der 
Autolyse bei 40° mehr siurestabiler Ester zerfallt als bei 20°, der zu- 
gesetzte Embdensche Ester aber auch bei 20° fast vollstandig gespalten 
wird, war diese niedrigere Temperatur fiir die Versuche zu nehmen. 
Die Methode gibt aber auch so nur die maximalen Werte fiir den Gehalt 


' Embden und Zimmermann, Hoppe-Seylers Zeitschr. 167, 114, 1927. 

* Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. In der FuBnote auf S. 321 
war ein Unterschied in der Reduktionskraft der von mir isolierten Hexose- 
monophosphorséiure gegeniiber dem Embdenschen Befund __ irrtiimlich 
damit zu erkliren versucht, daB Embden und Zimmermann zur Analyse 
ein bei héherer Temperatur getrocknetes Praiparat verwendet hatten. 
Tatsichlich wurde von den Autoren fiir die Bestimmung der Drehung 
und der Reduktionskraft (gegeniiber Hypojodit) ein nicht bei héherer 
Temperatur getrocknetes Praparat verwendet. Die Aufklirung der 
Diskrepanz zwischen den von Embden-Zimmermann und den von mir 
erhaltenen Reduktionswerten steht also noch aus. 
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an Embdenschem Ester an, da daneben die Aufspaltung anderer schwe) 
in Sauren hydrolysierbarer Phosphorsiureverbindungen bisher nich 
ausgeschlossen werden kann. 


Bei Verwendung von Muskelbrei fiir diese Versuche muB zuers: 
nachgewiesen werden, daB die Zerstérung der Zellstruktur so weit 
geht (z. B. durch Zerreiben mit Sand), daB die in der intakten Zell; 
bestehende riumliche Trennung von Substrat und Ferment (Lesser) 
sicher aufgehoben, die Phosphatasewirkung aber nicht geschiidigt ist; 
fiir Muskelextrakt, wo dieser Einwand nicht besteht, daB die Ver- 
teilung der P-Fraktionen zwischen dem wisserigen Extrakt und dem 
Muskelriickstand eine gleichmaSige ist. 


In einem Versuche (7. Juni 1928, Tabelle XXII) wurde die auto 
lytische Aufspaltung der vorgebildeten P,O;-Verbindungen in mittelfein 
mit der Schere zerkleinerter Muskulatur mit der intensiv durch Zerreiben 
mit Quarzsand zerquetschten Muskulatur verglichen. Autolysezeiten 60) 
und 120 Minuten; Temperatur 20°. Nach zweistiindiger Autolyse 
wird in beiden Fallen praktisch dieselbe Aufspaltung erhalten; die 
Zwischenzeit bei 60 Minuten zeigt eine Beschleunigung der Pyro- 
phosphatspaltung bei zerriebener Muskulatur. Bei 37° hat eine er- 
heblich gréBere Aufspaltung von saurestabilem Ester stattgefunden 
(etwa 0.33 mg gegeniiber 0;14 bei 20°). 


Diese Versuche zeigen, dab bei mehrstiindiger Autolyse auch bei 20° 
schon in mittelfein zerschnittener Muskulatur das gesamte vorhandene 
Substrat der fermentativen Einwirkung unterliegt. 


AuBer durch Zerquetschen des Muskels kann eine weitgehende Zer 
stérung der Zellstruktur auch durch (mehrmaliges) Gefrieren und Wieder- 
auftauen des Muskels in fliissiger Luft geschehen. Dahingehende Versuch« 
hatten das Ergebnis, da® durch ein- bis dreimaliges Gefrieren in fliissiger 
Luft und folgende Autolyse bei 41° nach dem Zerschneiden im Vergleich 
zum nicht gefrorenen korrespondierenden Muskel dieselben Werte erhalten 
wurden. Ebenso hatte der Zusatz von Urethan in 0,2°,iger und 1 %iger 
Lésung zum Muskelbrei keinen Einflu8 auf die Spaltung bei 41°. 


Versuch vom 7. Juni 1928. 


Aufspaltung der vorgebildeten P,O,-Verbindungen in zerschnittene: 
im Vergleich zu mit Sand zerriebener Muskulatur bei 18° nach 60 und 
120 Minuten langer Autolyse sowie von zerschnittener Muskulatur bei 37° 
nach 120 Minuten langer Autolyse. 


Versuchsansatz. Je 1,0g Muskulatur in 1,0cem KCl-Bicarbonat. 


a-Reihe zerschnittene Muskulatur. 
b-Reihe zerriebene Muskulatur. 


Das Zerquetschen wurde in einem scharfen Mérser mit Seesand unter 
Eiskiihlung vorgenommen, bis die Muskulatur eine gelatinése Paste bildete. 
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Tabelle XXTI. 





Inkubation mg P, Os pro g Muskulatur 

N Vorbereitung Temp, Dauer direkt 7's 5's 60". a 
°c Min. bestimmt Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse Fat 

ta Zerschnitten Ruhewert 2,11 2.69 2,73 2,79 3,27 
bh | Zerrieben * 2.17 2.67 2.69 2,74 3,24 
2a Zerschnitten 20 60 2,49 2,69 2,69 2.77 8,27 
 Zerrieben 20 60 2.66 2,72 -- 2,79 3,29 
3a Zerschnitten, 20 120 2.75 2.83 2.85 2.91 3.28 
) Zerrieben | 20 120 2.77 2.81 2.84 2.88 3,30 
4 Zerschnitten 37 120 3,00 3,92 3.05 3.08 3,39 


Die Differenz in dem Werte fiir direkt bestimmubares Phosphat von la 
und 1b ist auf die beginnende Aufspaltung von Pyrophosphat bei dem 
Zerreiben zuriickzufiihren. 


In Tabelle XXIII wird dann die Aufspaltung der vorgebildeten 
P,O,-Verbindungen in mit Sand zerriebener Muskulatur nach 30, 60 
und 120 Minuten langer Autolyse verglichen mit der Aufspaltung 
von zugesetztem Embdenschen Ester nach 30 und 120 Minuten. Tem- 
peratur 18°. Der Versuch ergibt, dab, wahrend der Embdensche Ester 
zu 90°, aufgespalten ist, von den vorgebildeten siurestabilen P-Ver- 


Versuch vom 8&8. Juni 1928. 


Aufspaltung von vorgebildetem Ester in mit Sand zerriebener Frosch- 
muskulatur bei 18° nach 30, 60 und 120 Minuten, sowie unter Zusatz von 
Embdenschem Ester nach 30 und 120 Minuten. 

Versuchsansatz. Je 1,0g¢ Muskulatur + 1,0cem KCl-Bicarbonat- 
lésung. Zur Berechnung vgl. Text. 


Tabelle XXIII. 





ess Auf. 
ry mg P,O; pro Ansatz Sa | % gespalten an 
2 2& 2 | gugesetztem 
3 eS Embden 
= >. | s™ | schen Ester 
Nr. © Sussts ~ nach Hydrolyse in HCl 4 xe & Hy 7. 
3 re 14a i/F2 iseig i 6 
£ t= $4328 \1¢2 4 4 
£ 78 | Ss a8 2% o. On 
2/7 15’ 60"—s«*180" S$) 33/8") » 
Min. <3 x = c 
] 0 - 1,97 | 2,55 | 2,65 | 2,73 291/331 — 
2. 30 _ 2.58 |266 269 2.77 291/331 O11 
3. 60 = 2,73 | 2,77 | 2,81 | 2,89 | 3,03) 3.41 012 
4. 120 — 2,75 | 2,77 | 2,78 | 2,87 2,99' 340 O11 
5. 39 Pmbdenscher) 3.00 | 3.43 | 3,47 | 3,57 3,70) 4,17 O89 0,86 0,77 | 89,5 
6. | 120 ‘ 345 345 3,55 3,59 3,80)! 414 091 086 0,79 918 
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bindungen nur 0,11 bis 0,12 mg zerfallen sind. Die Aufspaltung ¢ 
vorgebildeten und zugesetzten Esters war praktisch schon na 
30 Minuten beendet. 

Der Berechnung der Tabelle wurden die nach 7 Minuten langer Sau: 
hydrolyse erhaltenen P,O,-Werte zugrunde gelegt, die die Verinderuny 
in der schwer in Sauren hydrolysierbaren P-Fraktion wiedergel 
(vgl. 1. Mitteilung), und zwar unter Beriicksichtigung der Veraschungswert: 
der einzelnen Versuchsansitze. Dies ist notwendig, da bei dem erforderlich: 
schnellen Abwiegen der Muskelportionen kleine Differenzen im Gewicl) 
unvermeidbar sind, die Veraschungswerte aber das wahre Gewicht de: 
Portion einwandfrei wiedergeben. Bei AuSerachtlassung dieser Korrektw; 
wiirden 0,2 mg Embdenscher Ester-P,O, der Héchstgehalt in der Frosc} 
muskulatur sein. 

Diese Menge von 0,1 bis 0,2 mg P,O, fiir den Embdenschen Este) 
ergibt sich auch bei der Priifung der Aufspaltung von vorgebildeten 
P-Verbindungen im Muskelextrakt. Es war schon auf 8. 191, Tabelle X\ 
gezeigt, dab die prozentuale Verteilung der P-Fraktionen im Extrakt 
etwa der des Muskels entspricht. 

Kine besondere Untersuchung der P-Verteilung a) im urspriingliche: 
Muskelbrei, b) dem hieraus hergestellten Extrakt und c) dem extrahiert« 
Muskelriickstand bestatigt dies. Von den drei Ansaétzen wurden 1. sofort 
2. nach zweistiindiger Autolyse bei 19°, 3. bei 38° die Aufspaltungskurve: 
bei der Hydrolyse in nHCl bei 100° aufgenommen und dabei zwischer 
Extrakt und Riickstand proportionale Verteilung (nach ihrem Volumen 
gefunden; ebenso entsprach auch die Summe der P-Fraktionen im Extrakt 
und im Extraktionsriickstand bis auf einen geringen Rest, der bei der 
Extraktherstellung schon zur Spaltung gelangt war, dem Gehalt in 
urspriinglichen Muskelbrei. 

Der Versuch mit Froschmuskelextrakt zur Bestimmung der maxi 
malen, im Muskel vorhandenen Menge von Embdenschem Ester ist i: 
Tabelle XXIV _ wiedergegeben. 

Fiihrt man diesen Versuch mit Kaninchenmuskulatur durch, » 
erhalt man qualitativ dasselbe Ergebnis, quantitativ aber einen wesent 
lich héheren Gehalt an bei Zimmertemperatur (19°) fermentativ aut 
spaltbarem, schwer in Sauren hydrolysierbarem Phosphorsaureeste: 
Pro Gramm Muskelbrei wurde hier eine Zunahme von 0,59 mg P,(- 
aus siurestabilem Ester bei zweistiindiger Autolyse gefunden, wahren« 
vom zugesetzten Hmbdenschen Ester unter denselben Bedingungen 
85°, gespalten wurden. Hiernach berechnet sich ein Gehalt an 
Hexosemonophosphorsaureester zu maximal etwa 0,7 mg P,O; pro 
Gramm frischer Kaninchenmuskulatur (weibe Oberschenkelmuskulatu: 
Zu demselben Werte gelangt man hier auch bei der Autolyse bei 
39°, wo ©,70mg des sdurestabilen Esters aufgespalten wurde: 
wihrend der zugesetzte Embdensche Ester zu 96°, umgesetzt wa 
(nicht tabelliert). 
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Versuch vom 11. Juni 1928. 
Aufspaltung von vorgebildetem und zugesetztem Embdenschen Ester 
irch Froschmuskelextrakt bei 19 und 39° nach 2 Stunden. 

Der Extrakt wurde durch Zerdriicken von 1 Teil Muskulatur und 
|.5 Teilen 0,9°%iger KCl-Lésung hergestellt. 

Versuchsansdtze. Je 3,0 ccm Extrakt (entsprechend 1,2 g urspriinglicher 
Muskulatur) + 0,5 cem 3,15°,iger NaHCO, ohne bzw. mit Embdenschem 
Ester (Na-Salz; 0,94 mg P,O, pro Ansatz). 


Tabelle XXIV. 





mg P,Os pro Ansatz 


s 
(3,0 com Extrakt entsprechend >= - Aufgespalten 
1.2 ¢ Muskulatur) SS. Bis von zugesetztem 
r See 223 Embdenschen 
Nr — Zusatz nach Hydrolyse S25 tae Ester 
direkt in n HCl nah F5 e & 
be- Ver) SS |G 
stimmt 5 , , aschung < 
: sad bees mg P,O5) mg PpO5 mg P20, 9/9 P2Os 
(Anfangs-| 2,05. (2,59/2,67 2,82) 3,12 
wert) 
2 19° - 2,66 2,712,752,86 313 O12 
Embden 
3 19 scher 3,28 3,38 3,41 3,51) 4,09 0.79 0,94 0,67 71 
Ester 
4 ay 2,79 2,852,882,95 3,23 016 
Embden- 
5 39 scher 3,56 3,563,603,70 416 097 094 O81 86 
Kister 


Versuch vom 16. Juni 1928. 
Aufspaltung von vorgebildetem Ester und zugesetztem Embdenschen 
Ester in Kaninchenmuskelbrei bei 19° nach 2 Stunden. 
Ansatz. Je 1g weiBe Muskulatur (Hinterschenkel), sehr fein zerkleinert, 
1.0 cem KCl-Bicarbonatlésung mit und ohne Zusatz von Embdenschem 
Ester (1,07 mg P,O, pro Ansatz). 


Tabelle XX V. 





- 
mg P, Os pro Ansatz c2 
o% ~ : 
' aoe! — Vom zuge- 
- nach Hydrolyse in n HCl 2 SE 23 setzten Ester 
Nr. Zusatz ~& | § 32 = & gespalten 
. se | Ss =—=+5 2 
v= | 25 oe N 
5% es ss 
vs ¥ 15 60’ 180’ ef <6 
2 | > 25 mg mg 9 
“s P,O,5 P,O;  P,O 


| (Anfangswert) 2,00 2.88 2.93 3,07 3,35 392 - —- - 
— 843 3.47 3.51 3.55 3.69 | 3.93 0359 


bo 


g || Pmbdenscher 435 437 439 4,50 4,65 500/150 1.07 0.91 85 


Ester 
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VI. Beitrag zur Pharmakologie des Pyrophosphats. 


Das Pyrophosphat ist eine ungiftige Substanz'. Die von ve; 
schiedenen Forschern bei intravenéser und subkutaner Injektion vy.) 
Natriumpyrophosphat beobachteten Vergiftungserscheinungen glau})t 
Starkenstein® zum groben Teile der Alkaliwirkung zuschreiben 7» 
miissen, da durch Injektion aquivalenter Tri-Na-Phosphatlésungey 
dieselben Vergiftungserscheinungen am _ Versuchstier hervorgerufen 
werden. Peroral ist das Pyrophosphat vollkommen unschiadlich. Dic 
Angabe von Paquelin und Jolly*® jedoch, daB das Pyrophosphat nac/, 
peroraler Einfiihrung quantitativ als solches im Harn wieder aus. 
geschieden wiirde, habe ich nicht bestatigen kénnen. 

Drei Versuchspersonen erhielten je 3g Na,P,O,.10 H,O in 
neutraler Lésung (955 mg Pyrophosphat-P,O,;). Der Harn der nachsten 
45 Stunden enthielt insgesamt bei den drei Personen 4,22, 4,15, 5,22 ¢ 
direkt bestimmbares P,O;. Nach 7 Minuten langer Hydrolyse wurde 
keine Zunahme an kolorimetrisch bestimmbarem P,O, festgestellt 
die Zunahme nach Veraschung lag unterhalb 1°, des direkt bestimm 
baren Phosphats, also in den physiologischen Grenzen. In einem 
weiteren Versuche betrug die o-Phosphatausscheidung vor der Ein 
nahme von Pyrophosphat in 24 Stunden etwa 1,25 g P,O;, nach Ein 
nahme von 2,5 g Na,P,O,.10H,O (mit 795 mg Pyrophosphat-P, 0.) 
in den nachsten 24 Stunden (ohne Innehaltung einer geregelten Diit 
2.25 g direkt bestimmbares P,O,,. 

Die Angabe von Paquelin und Jolly trifft also nicht zu. Auf Grund 
des letzten Versuches wird das Pyrophosphat im Organismus zu 
o-Phosphat aufgespalten und als solches innerhalb 24 Stunden wiede: 
ausgeschieden. 

Zusammenfassung. 


Unter normalen physiologischen Bedingungen bleibt der Gehalt 
des intakten Froschmuskels an Pyrophosphat unverandert. So wird 
beim Aufenthalt in Sauerstoff (bis 20 Stunden) und bei maBiger Reizung 
(bis etwa zum ersten Drittel der Ermiidung) kein Pyrophosphat auf 
gespalten. Bei langer dauernder Reizung findet dagegen zunehmende 
Aufspaltung von Pyrophosphat unter Bildung von Orthophosphat statt 

Bei der Chlorcformstarre stammt die Zunahme an Orthophosphat 
ausschlieBlich, bei der Warmestarre iiberwiegend aus dem Zerfall von 
Pyrophosphat. 

Das Pyrophosphat diffundiert nicht aus dem Muskel in eine Ringer- 
lésung. 


1 Literatur s. bei Heffter, Handb. d. exper. Pharm. III, 1, 616, 1927. 
2 Diese Zeitschr. 82, 243, 1911. 
8 C. r. hebd. d. séances de l’acad. d. sciences 85, 410, 1877. 
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Bei der Autolyse von Froschmuskelbrei oder Froschmuskelextrakt 
in bicarbonatalkalischer KCl-Lésung bei 40° wird das Pyrophosphat 
vollstandig aufgespalten. Etwa 75°, des bei ein- bis zweistiindiger 
Autolyse zugebildeten Orthophosphats sind dabei auf den Zerfall von 
Pyrophosphat zu beziehen. Die restlichen 25°, (etwa 0,2 bis 0.3 mg 
P,O; pro Gramm Froschmuskel) stammen aber nur zum Teil aus dem 
Zerfall von Embdenschem Ester. Ein Vergleich der enzymatischen 
Aufspaltung bei 20° der vorgebildeten siurestabilen P-Verbindungen 
im Froschmuskelbrei und Froschmuskelextrakt bzw. Kaninchen- 
muskelbrei mit der GréBe der Aufspaltung von zugesetztem Hmbden- 
schen Ester ergab, dai der maximale Gehalt des Froschmuskels an 
Embdenschem Ester 0,1 bis 0,2 mg P,O;, des Kaninchenmuskels 
etwa 0.7 mg P,O; pro Gramm Muskel betrigt. 

Die enzymatische Spaltung des Pyrophosphats wird durch Ortho- 
phosphat stark gehemmt. 

Die Atmung und die Kohlehydratspaltung der Zellen sind von 
der Pyrophosphatfraktion unabhangig. 

Das Pyrophosphat liegt in der Muskelzelle und im frischen Muskel- 
extrakt wahrscheinlich als eine (Eiweif-)Adsorptionsverbindung vor. 
Auf die Aufspaltung des vorgebildeten Pyrophosphats in frischem Frosch- 
muskelextrakt wirkt Fluorid in der Weise ein, daB hohe Konzentrationen 
(m/2 KF) die Aufspaltung férdern, mittlere (m/10) hemmen, geringere 
(m/100 bis m/333) férdern, wahrend die Aufspaltung von zugesetztem 
Pyrophosphat durch Fluorid stets gehemmt wird. 

Peroral eingenommenes Pyrophosphat wird im Organismus zu 
Orthophosphat aufgespalten und als solches im Harn ausgeschieden 











Notiz iiber die Extraktion 
von eisenhaltigem Pyrophosphat aus der Muskulatur. 


Von 
0. Meyerhof und K. Lohmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 


Der in den vorangehenden Arbeiten mitgeteilte Befund des einen 
von uns!, wonach in allen Organen, vor allem im Muskel und in Hef; 
zellen, Pyrophosphat in nicht unbetrachtlicher Menge vorhanden ist, lic) 
es méglich erscheinen, da die Fahigkeit des Pyrophosphats, mit Schwer 
metallen Komplexsalze zu bilden, fiir den Zellstoffwechsel eine Rolle spiel 
Wiahrend unter Umstinden durch Pyrophosphat eine Metallkatalys« 
gehemmt wird, wie bei der Oxydation des Cysteins? und der Fructose, 
kann das Eisenpyrophosphat selbst stark katalytisch wirken, wie bei de: 
bemerkenswerten, von Spoehr* beschriebenen Spontanoxydation der Zucker 
bei Kérpertemperatur. Hierzu geniigen sehr geringe Mengen Eisen. Wi 
schon von Wind® (unter O. Warburg) festgestellt wurde, hebt ein Zusatz 
von 1.10-*mol. Fe zu 1.10-*mol. Pyrophosphat nicht nur die fast 
vollstaéndige Hemmung der Oxydation einer Fructose-Phosphatlésung auf, 
sondern vermehrt die Oxydationsgeschwindigkeit um das Vierfache. 

Nach Yabusoe* (unter Warburg) enthalt 1g Trockensubstanz voi 
Saugetiermuskeln ungefahr 0,16 mg Fe, das kein Blutfarbstoffeisen ist 
Nach Barkan?’ findet sich in den Blutkérperchen durch n/10 Salzséure in 
24 Stunden abspaltbares Eisen® in der Menge von etwa 0,15 mg Fe pr 
lg Trockensubstanz; im Muskel soll es fehlen. 

Wie die folgenden Angaben zeigen, ist jedoch auch im Muskel dure! 
Saure leichtabspalthares Eisen vorhanden, dessen Menge aber erst nac! 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 202, 466; 203, 164, 172, 1928. 

2 O. Warburg und Sakuma, Pfliigers Arch. 200, 203, 1923; Sakuma, 
diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

3 O. Meyerhof und Matsuoka, diese Zeitschr. 150, 1, 1924. 

* Journ. Amer. Chem. Soc. 46, Nr. 6, 1924; 48, 107, 1926. 

5 Diese Zeitschr. 159, 58, 1925; vgl. Abb. 10, S. 65. 

® Ebendaselbst 157, 388, 1925. 

? Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 179, 194; s. insbesondere 8. 196, 1927 

§ Siehe auch Lintzel, Zeitschr. f. Biol. 88, 289, 1925. 
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\ufspaltung des Pyrophosphats bestimmt werden kann, weil sich in seiner 
(,egenwart der itiberwiegende Teil des Eisens dem kolorimetrischen Nachweis 
ils Fe(CNS), entzieht. 

Gerade der letztere Umstand diente uns zum Nachweis, daB der Muskel 
locker gebundenes Eisen enthalt, welches bei mehrstiindiger Einwirkung 
yon Sublimatsalzsiure (n/8) zusammen mit Pyrophosphat extrahiert wird. 
Daf dies Eisen schon vorher im Muskel an Pyrophosphat gebunden ist oder 
sich nicht ebenso aus Blutfarbstoffderivaten herleitet, wie das schwerer 
abspaltbare Eisen, kann aber nicht bestimmt behauptet werden. Wie 
schon von Hoppe-Seyler! gefunden und von Laidlaw* naher verfolgt ist, 
wird aus Hamochromogen und eventuell schon aus reduziertem Hiamo- 
globin zum, Unterschied von Hamatin und Oxyhémoglobin durch mehr- 
stiindige Einwirkung 2°, iger Salzsiure Fisen in der Kalte abgespalten. DaB 
das Eisen im Muskel selbst noch nicht an Pyrophosphat gebunden ist, 
scheint aus dem unten unter Nr. 3 und 4 mitgeteilten Versuch mit einem 
wasserigen Auszug aus getrockneter Muskulatur zu folgen. 

Ein Hinweis auf die Extraktion von Eisenpyrophosphat durch Saéure- 
behandlung des Muskels ergab sich bei der Priifung der von K. Lohmann 
in den voranstehenden Mitteilungen beschriebenen Praparate und ihren 
ungereinigten Ausgangsprodukten. Als sehr empfindliche und gegeniiber 
anderen Phosphorséureverbindungen spezifische Reaktion diente die 
Hemmung der Fructoseoxydation in Phosphatlésung, die bei nahezu 
neutraler Reaktion schon durch 1.107% mol. Pyrophosphat etwa 50%, 
betrigt. Da 1 cem Oxydationsgemisch zur Bestimmung ausreicht, kénnen 
0,1 bis 0,2 mg P,O,; als Pyrophosphat leicht erkannt werden. Wahrend 
nun die reinen Praparate die ihrem P,O,-Gehalt entsprechende Hemmung 
ganz oder nahezu aufwiesen, war dies nicht der Fall mit den unmittelbar 
aus dem Saureextrakt gewonnenen Bariumfallungen, aus denen weiterhin 
die reinen Priparate dargestellt wurden. Bei ausreichendem Gehalt an 
Pyrophosphat hemmten die aus den Fallungen gewonnenen bariumfreien 
Lésungen entweder nur ganz schwach oder steigerten sogar die Fructose- 
oxydation, wie das folgende Beispiel zeigt. 


Tabelle I. 


Sauerstoffverbrauch in 90 Minuten durch 2,4 ccm 4°,ige Fructose 
in m/2 Phosphat bei 38°. 





Ml = ¢ i c 0 
Ne Verwandtes Priparat Le Oz cosbenncht Hemmung 
1 Se 5s 6 os 8 0 100 ~ 
2 | Reines Pyrophosphat ... 2,5.10-¢ 73 27 
3 | ‘ » ie 8 .10-¢ 45 55 
4 »  Praparat (bariumfrei) 3,3. 10-4 77 23 
5 » ° a" 1,0. 10-8 48 52 
6 Lisung des ersten Barium- 

niederschlags aus Trichlor- 

essigsaure (bariumfrei). . 5,5.10-¢ 111 
7 << os ek ee we 1,6. 10-8 110 0 


1 Med.-chem. Untersuchungen, Heft 1 bis 4. Berlin, Hirschwald. 
2 Journ. of. Physiol. 31, 464, 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 203. 14 
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Dies lieB vermuten, daB der Niederschlag Eisen enthielt, wobei nv. | 
auszuschlieBen war, dal} es nicht aus den verwandten Reagenzien stam)! 


Zum Nachweis, ob Eisen mit dem Pyrophosphat extrahiert wir|, 
wurden die Reagenzien, Salzsiure und Ammoniak, nach der Vorseh;i/: 
von O. Warburg und S. Sakuma‘* durch mehrfache Destillation im Quary 
kolben gereinigt, bis die Bestimmungen nach Lachs und Friedenthal® keii. 
Farbung mehr erkennen lieBen. Das verwandte Sublimat und Bariumacetat 
waren nahezu eisenfrei. Der Muskel (20 bis 25g) wurde mit Sublimar 
salzsiure extrahiert. Nach der Entquecksilberung und Vertreibung ces 
H,S wurde die Lésung durch Zusatz eisenfreien Ammoniaks gegen Lackm is 
neutralisiert und mit einer berechneten Menge von Bariumacetat gefallr. 
Damit wird der gréBere Teil des Pyrophosphats und ein kleinerer Teil des 
Orthophosphats niedergeschlagen. Die Bariumfallung wurde in wenigen 
Kubikzentimetern eisenfreier n 2 Salzsiure gelést, eine bestimmte Menye 
(lecem) auf n HCl gebracht und im zugeschmolzenen Rohr bei 100° 10 Mi 
nuten zur Spaltung des Pyrophusphats erhitzt. Dasselbe geschah mit einem 
aliquoten Teil, in dem das Barium durch Natriumsulfat gefallt war, der zur 
Phosphatbestimmung verwandt wurde. Die direkte Lésung der Barium 
fallung in Salzséiure diente zur Eisenbestimmung, und zwar vor und nacl) 
der Hydrolyse. Hierzu wurden alle Lésungen in kleinen, mit Glasstopfen 
versehenen Réhrchen auf die gleiche Saéurekonzentration und _ gleiches 
Volumen gebracht (1,5 cem), mit 1 cem 40°%,iger KCNS versetzt und mit 
lcem Ather ausgeschiittelt. In den vor der Hydrolyse des Pyrophosphats 
bestimmten Proben war stets nur etwa ein Drittel so viel Eisen nachweisbar, 
wie in den hydrolysierten, was von der Konzentration der HCl abhangt. 
Die nachgewiesene Menge Eisen stand zu dem gleichzeitig gefaillten Pyro 
phosphat etwa im Verhaltnis von 1 bis 2%, der aquivalenten Menge 
Andererseits machte dies leicht abspaltbare Eisen etwa 10°, des nach 
Veraschung des Froschmuskels im ganzen erhaltenen Eisens aus. In der 
Froschmuskulatur fand sich durch Veraschung nur etwa halb so viel Fe, 
wie Yabusoe im Warmbliitermuskel gefunden hatte, namlich 0,065 bis 
0,09 mg pro g Trockensubstanz. 

Dagegen ergab sich viel weniger mit Pyrophosphat gefalltes ‘Eisen. 
wenn ein Trockenpulver aus Kaninchenmuskulatur, das durch Eintragen 
des zerkleinerten Muskels in eiskalten Alkohol hergestellt war, mit Wasser 
extrahiert wurde und der Extrakt dann ohne Saurezusatz mit Barium 
acetat gefallt und weiter wie die Siureextrakte verarbeitet wurde (Tabelle II, 
Versuch 3). ‘ 

Wurde aber das gleiche Pulver nicht nur mit Wasser extrahiert, sondern 
mit Sublimatsalzsiure (n/8) gefallt und iiber Nacht stehengelassen, so 
enthielt das Saurefiltrat nunmehr erheblich mehr Eisen, sogar noch ein 
gréBere Menge als die Séureextrakte aus Froschmuskulatur (Versuch 4. 
Tabelle Il). Aus der gleichzeitigen Extraktion von Eisen und Pyrophosphat 
aus dem Muskel mit Saéuren in der Kalte kann also nur so viel geschlossen 
werden, da8 hier leicht abspaltbares Eisen vorliegt ; doch bleibt es fraglic!, 
wieweit dieses in der Zelle an Pyrophosphat gebunden ist. 

Eine Ubersicht iiber die Versuche ergibt die Tabelle II. 


1 Diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 
2 Diese Zeitschr. 82, 130, 1911; s. auch Willstdtter, Berl. Ber. 58, 1152. 


1920. 








Extraktion von eisenhaltigem Pyrophosphat aus der Muskulatur. 
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Salz- 

Saure- 
Frischer sung - 
Muskel mW. 


rium: direkt 
fallung bestimmt 
g ccm 
Ss: i ¢ 1,7 
2 25 7 1,0 
3+ 30**; 5.8 0,5 
4 <x? 30* * 5 0 1 5 


* Neutrale Lésung. 


y Fe in 1 com Lésung 


nach 
Hydrolyse 
des Pyros 
phosphats 


woe & OF 
oo 


oro 


1 


** 6g Trockenmuskel von Kaninchen. — 


Phosphat in 1 ccm 
Lésung als mg P, O; 


o ~~ hes Pyro- 
osphat phosphet 


1,15 0,64 
2,52 1,2 

2.53 1,21 
3.60 1,08 


In Ba-Fallung pro 1g 


Muskel erhalten 


y Fe 


2.1 
15 


O4 
3.5 


14* 


Pyros 
phosphat 


in 

mg P.O; 
0.28 
045 


0,32 
0.294 


*** Sublimat-H Cl-Lésung 








(ber die Himatinbildung aus CO-Hamoglobin 
und Oxyhimoglobin durch verdiinnte Siuren. 


Von 
W. Lintzel und T. Radeff. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Beim Versetzen einer Lésung von Oxyhamoglobin mit einer ver- 
diinnten Saure wird unter Abspaltung der Eiweibkomponente und 
Oxydation des Ferroatoms im Blutfarbstoff zur Ferristufe Hiamatin 
gebildet. Dieser Reaktion kommt besondere Bedeutung zu, weil sie 
sich bei der Verdauung von Blut im Magen abspielt und ferner, weil 
sie die Grundlage einer Reihe von Methoden zur quantitativen Himo- 
globinbestimmung bildet. Friihere Versuche! haben gezeigt, daB bei 
der fraglichen Reaktion eine gewisse Menge Eisen, 5 bis 10°, der ins 
gesamt vorhandenen Menge, in ionisierter Form auftritt, eine Beob- 
achtung, die fast gleichzeitig und unabhangig auch von G. Barkan* 
gemacht wurde, und es erhob sich die Frage, ob dieses Eisen dem Blut 
farbstoff entstammt, oder ob es sich aus einer noch unbekannten eisen- 
haltigen Substanz im Blute herleitet. Das sogenannte abspaltbare 
Eisen im Blute gewann besonderes Interesse durch die Vermutung 
Barkans, daB es dem Komplex des Transporteisens angehére, und es 
schien sich die Aussicht zu eréffenen, neues Licht in das dunkle Kapite! 
des Eisentransports zu bringen. Da indessen die Herkunft des fraglichen 
Eisens aus dem Hamoglobin durch die weiteren Versuche Barkans 
nicht in tiberzeugender Weise ausgeschlossen werden konnte, schien 
es, wie Abderhalden* auseinandersetzte, verfriiht, weitere Folgerungen 


1 Lintzel, Zeitschr. f. Biol. 88, 289, 1925. 

* Barkan, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 124, 1925; 171, 179, 194. 
1927; 177, 205, 1928; 10. Tagung d. Deutsch. physiol. Ges.; Ber. d. ges. 
Physiol. 42, 569, 1927. 

8% Abderhalden und Méller, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 95, 192s; 
Abderhalden, ebendaselbst 177, 205, 1928. 
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fir die Frage des Eisentransports aus diesen Beobachtungen zu ziehen, 
ziumal auch die Untersuchungen iiber das Nichthimoglobineisen im 
Piasma und Serum zu widersprechenden Ergebnissen fiihrten. 

Von Barkan und Berger’ wurde nun die Beobachtung gemacht, 
da bei Gegenwart von Kohlenoxyd die Eisenabspaltung aus Blut 
gehemmt ist. Diese Tatsache, die wir in eigenen Versuchen bestatigen 
konnten, schien uns geeignet, die Frage nach der Herkunft des ab- 
spaltbaren Eisens im Blute zu beantworten. Wenn es durch Zerstérung 
eines Teiles des Blutfarbstoffs entsteht, so muBte eine Himatinlésung 
aus Oxyhamoglobin weniger Hamatin enthalten als eine solche aus 
(O-Hamoglobin, wenn man von Blutfarbstofflésungen gleicher molarer 
Konzentration ausgeht, und dieses Hiamatindefizit muBte zahlen- 
maBig der Menge des ionisierten Eisens entsprechen. 


I. 

Fir die Versuche wurde geschlagenes Blut verschiedener Herkunft 
mit Wasser in bestimmtem Verhaltnis verdiinnt und die erhaltene 
Lésung zur Halfte mit Luft geschiittelt, zum anderen Teile mit Kohlen- 
oxyd behandelt, das aus Schwefelsiure und Ameisensiure bereitet 
und mit Natronlauge und Wasser gewaschen wurde. Die beiden Lésungen 
wurden in gleicher Weise mit Wasser und n Salzsaure versetzt, so daB 
die endliche HCl-Konzentration n/10 betrug. Gewoéhnlich entsprachen 
100 cem der erhaltenen Hamatinlésung 1 ccm Blut. 

Die Bestimmung des gebildeten Hamatins erfolgte kolorimetrisch, 
und zwar wurde ein Autenriethkolorimeter mit kiinstlicher Beleuchtung 
und mit einem kauflichen konstanten Keil verwendet. Die Eichung erfolgte 
mit einer Lésung von Kohlenoxydblut, deren Sauerstoffbindungsvermégen 
im Differentialmanometer fiir 1 cem Blut nach Barcroft bestimmt worden 
war. Die Ablesung der Haimatinwerte erfolgte in Anbetracht des Nach- 
dunkelns der Lésungen nach Erreichung des Endwertes. In Tabelle I 
sind Art, Menge und Verdiinnung des verwendeten Blutes, die Menge des 
daraus gebildeten Haimatins mit und ohne Kohlenoxyd, sowie die Differenz 
ler gefundenen Hamatinmengen angegeben. In einigen Fillen war die 
Verdiinnung des Blutes nicht bekannt. 

Die Tabelle lehrt, daB Hamatinlésungen aus Oxyhamoglobin stets 
merklich weniger Farbstoff enthalten, also solche aus CO-Hamoglobin. 
Der Unterschied betrug in den untersuchten Blutarten 5,8 bis 10,2°,,, 
liegt demnach in derselben GréBenordnung, wie die Eisenabspaltung, 
die zu 5 bis 10°, gefunden wird. Wir halten es daher fiir sehr wahr- 
scheinlich, daB beide Erscheinungen auf derselben Ursache, Zerstorung 
von 5 bis 10°, des Farbstoffs bei der Einwirkung verdiinnter Sduren auf 
Oryhdmoglobin, beruhen. 


1 Barkan und Berger, 7. Tagung d. Deutsch. pharm. Ges.; Arch. f. 
exper. Pathol. u. Pharm. 128, 129, 1928. 
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Tabelle I. 
Vergleichung der Hamatinmenge aus HbO, und HbCO 

Blutart, Menge (ccm), Gebildetes Hdmatio ( 10-® Mol) | Diflerens 
Verdiinnung mit CO ohne CO | 10-® Mol %, 
Hammelblut I, 1/100. 7,8 7,35 0,45 5,8 
s Il, 1/109. 8,7 8,05 0,65 7,5 
_ Ill, 1/100. . . 9,00 8,30 0,70 7,8 
os III, 0,8/100. . 7,15 6,55 0,60 8.4 
a III, 0,6/100 . 5,3 4,90 0,4 7,5 
m ITT, 0,4/100 . 3,55 8,25 0,3 8.5 
n III, 0,75/100 6,1 5,55 0,55 9,0 
i ITI, 0,75'100 6,1 5,65 0,45 7,4 
Pferdeblut 0,75/100 . 5,05 4,55 0,50 99 
Menschenblut. verdiinnt 48 44 0,4 8.4 
o " 6,2 5,65 0,55 8.9 
Rattenblut, verdiinnt . 7,30 6,55 0,75 10,2 
Katzenblut 1/100 ‘ 6,1 5,75 0,35 5.8 

Lésung von Pferdeblut- 
SO ss ee @ 43 3.9 0,4 9.3 
Dasselbe, hihere Konz. . . 6,8 6,2 0,6 8.8 
Il. 


Der verschiedene Farbstoffgehalt von Himatinlésungen aus 
Oxy-Hb und CO-Hb bietet die Méglichkeit, ein Urteil iiber den zeit- 
lichen Ablauf der teilweisen Zerstérung des Blutfarbstoffs durch ver- 
diinnte: Sauren zu gewinnen, indem man feststellt, in welcher Zeit 
sich der'endgiiltige Unterschied ausbildet. Hierbei ist zu beriicksichtigen, 
da8 frisch hergestellte Himatinlésungen vermutlich infolge von Ver- 
anderungen des kolloidalen Zustandes nachdunkeln. In der Abb. | 
sind die am Kolorimeter abgelesenen Skalenteile als Funktion der 
Zeit dargestellt. 
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Abb. 1. 


Nachdunkelung von Himatinlésungen aus Oxy-Hb und CO-Hb. 


Aus den Kurven ist zu erkennen, da8 der Unterschied in der Farb- 
intensitat der beiden Hamatinlésungen bereits in den ersten 5 Minuten, 
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sobald die Lésungen die reine Hamatinfarbe angenommen haben, 

ausgebildet ist. Das Auseinanderweichen der beiden Kurven nach 
= rechts, d. h. die Zunahme des absoluten Unterschieds beim Nach- 
dunkeln, entspricht dem Umstande, daB der prozentuale Unterschied 
konstant bleibt. Mit der Zunahme des absoluten Unterschieds hangt 
es zusammen, dai konzentriertere Lésungen von Blutfarbstoff, die 
24 Stunden nachgedunkelt haben, den Effekt des Kohlenoxyds am 
auffalligsten zeigen. Im Gegensatz zu der raschen Ausbildung des 
Unterschieds im Farbstoffgehalt steht die viel langere Dauer der 
lonisierung der entsprechenden Eisenmenge. In bezug auf den Reaktions- 
verlauf muB man daher annehmen, daB zunichst hochmolekulare 
ungefarbte Abbauprodukte des Blutfarbstoffs entstehen, die auf hydro- 
lytischem Wege langsam weiter zerfallen und dabei ihr Eisen in ioni- 
siertem Zustande abgeben. 

Ill. 

Barkan und Berger haben festgestellt, daB eine verhaltnismabig 
geringe prozentuale Sattigung mit CO geniigt, um die Eisenabspaltung 
zu verhindern. In Analogie zu diesen Versuchen haben wir die Aus- 
beute an Hamatin bei verschiedener CO-Sattigung gemessen. Zu 
diesem Zwecke wurde geschlagenes Hammelblut mit Wasser auf das 
Zehnfache verdiinnt und ein Teil der Léisung mit Kohlenoxyd durch 
langeres Einleiten gesittigt. Durch Mischung beider Teile in ver- 
schiedenem Verhiltnis wurden Lésungen von gleicher Blutfarbstoff- 
konzentration, aber verschiedener CO-Sattigung erhalten. .Je 10 ccm 
dieser Lésungen wurden mit Wasser und 10 ccm n HCl auf 100 ccm 
gebracht und nach 24 Stunden kolorimetrisch untersucht. In der Abb. 2 
: ist die Abhangigkeit der Hiamatinausbeute von der Kohlenoxyd- 
sittigung dargestellt. 
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Abb. 2. 
Himatinbildung bei verschiedener C O-Sittigung. 


Es zeigt sich, daB bereits bei 10°, iger Sattigung mit CO Hamatin- 
werte erhalten werden, die den Werten bei 100°, iger Sattigung nahe- 
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kommen. Vergleicht man dies Ergebnis mit der erwihnten Beo! 
achtung von Barkan und Berger, so ergibt sich in Ubereinstimmuny 
mit unserer Annahme, daB auch unter diesen besonderen Bedingunge 
die Hemmung der Eisenabspaltung durch Kohlenoxyd ihr getreues 
Spiegelbild in der Erhéhung der Hamatinausbeute findet. Die Kurve 
zeigt bei einer CO-Sattigung von 5 bis 6%, einen Wendepunkt, cer 
darauf hindeutet, daB in diesem Teile der Kurve Proportionalitat 
zwischen vermehrter Hamatinbildung und CO-Sattigung besteht. 


Das Auftreten eines Wendepunkts und dessen Lage im Bereich 
der niedrigen CO-Sattigung weist bereits darauf hin, daB die hier 
beschriebene Wirkung des Kohlenoxyds nicht einfach, wie man ein. 
wenden kénnte, auf der Bildung einer hypothetischen, intensiver 
gefarbten Kohlenoxyd-Hamatinverbindung beruhen kann. Um diesem 
moéglichen Einwand weiter zu begegnen, haben wir Himatinlésungen 
aus Oxyhimoglobin und Siure nachtriglich mit CO durchstrémt 
Eine Anderung des Kolorimeterwertes war nicht nachweisbar. 


IV. 

Die Hamatinbildung aus Oxyhamoglobin durch verdiinnte Salz- 
siure wird bekanntlich in weitem Umfange zur quantitativen Be. 
stimmung des Blutfarbstoffs benutzt. Da die Farbstoffmenge, die 
nach unserer Annahme bei dieser Reaktion zerstért wird, nicht konstant 
ist, sondern zwischen 5 und 10°, schwanken kann, entsteht ein gewisser 
Fehler, dessen gesamter Umfang indessen 5°, offenbar nicht iiber- 
schreiten kann. Ein systematischer Fehler von 5 bis 10°, entsteht 
wenn CO-Blut, etwa von gasvergifteten Tieren, mit einem Kolorimeter 
untersucht wird, das mit Oxyhimoglobin geeicht wurde.  Fiir die 
Untersuchung solchen Blutes ist daher eine besondere Eichung mit 
Kohlenoxydblut erforderlich. 


Unsere Ansicht iiber die Herkunft des sogenannten abspaltbaren 
Bluteisens ist offenbar unvereinbar mit den theoretischen Erwigungen. 
die Barkan unter anderen Voraussetzungen daran gekniipft hat. Uber 
die Existenz von hamoglobinfremdem Eisen im Plasma und Serum 
sagen unsere Versuche nichts aus. Aber auf einen Umstand sei hin- 
gewiesen. Barkan und Berger fanden beim Stehen von sterilem Blute 
im Thermostaten bei 37° nach 5 Stunden die Menge des Serumeisens 
um 70°, erhéht und bezeichnen diesen Vorgang als biologische Eisen- 
abspaltung. Angesichts der von den genannten Autoren festgestellten 

‘atsache, daB auch diese Eisenabspaltung durch CO gehemmt wird, 
kénnen wir uns des Eindrucks nicht erwehren, daB in der biologischen 
Eisenabspaltung ein Analogon zu dem von uns angenommenen Hamo- 
globinzerfall unter Saurewirkung vorliegt. 
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Zusammenfassung. 


1. Oxyhimoglobin- und CO-Hamoglobinlésungen gleicher molarer 
Konzentration liefern beim Versetzen mit verdiinnter Saiure Hamatin- 
josungen von verschiedenem Farbstoffgehalt. Der Unterschied betrigt 
5 bis 10°, zuungunsten des Hamatins aus Oxyhamoglobin. 

2. Als Ursache der Erscheinung wird der Zerfall eines Teiles des 
Farbstoffs bei der Einwirkung verdiinnter Saure auf Oxyhimoglobin 
angenommen. 

3. Diese Deutung steht im Einklang mit der Erfahrung, da® in 
Oxyhamoglobinlésungen bei der Einwirkung verdiinnter Saure ioni- 
siertes Eisen in entsprechender Menge auftritt, in CO-Hb-Loésungen 


dagegen nicht. 











Uber biochemische Eigenschaften von Derivaten 
des Pyridins und Chinolins. 


Von 


A. Binz und C, Riith, 
(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule Berlin.) 
x 
(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 
Durch Einfiihrung von Arsen und anderen chemotherapeutisch 
wirksamen Elementen, insbesondere Jod, in stickstoffhaltige Hetero. 
kerne haben wir eine groBe Anzahl von Verbindungen hergestellt, die 
der Reihe des Pyridins und des Chinolins angehéren, und iiber deren Ns 
Darstellung zum Teil schon berichtet wurde! oder noch Mitteilung 
erfolgen wird. Die chemotherapeutische Durchpriifung dieser Ver- 
bindungen hat Beziehungen zwischen chemischer Konstitution wnd 
biologischer Wirkung erkennen lassen, iiber die wir hier kurz berichten 
wollen. Ausfiihrliche Daten der betreffenden Tierversuche werden 
spaiter veréffentlicht werden. Die praktischen Auswirkungen unserer 


‘Verfahren sollen einstweilen unerértert bleiben, weil die einschlagigen dice 
Untersuchungen noch nicht abgeschlossen sind. wa 
Die erste Arsinsiure unserer Reihe, deren Darstellung uns in = 
gréBeren Mengen gelang, ist die 2-Oxy-pyridin-5-arsinsdure : os 
Ve 

\ 
| ) Su 
a» tol 
head OH - 
N wit 

Diese Séure in Form ihres in Wasser geliésten Dinatriumsalzes ergab Ra 
nachstehende Zahlen fiir die vertrigliche Dosis bei gesunden Mausen und Se 
fiir die heilende Dosis bei Mausen, die mit Trypanosomen (Nagana Brucei, nat 
Stamm Prowazek) infiziert waren, wobei zum Vergleich die bekannten Sov 
Werte fiir zwei Arsinsiuren der Benzolreihe* mit aufgefiihrt sind: tos 

1 Binz und Rath, A. 458, 238, 1927; 455, 127, 1927. Eine Mitteilung 
iiber Pyridin-3-arsinsiure ist im Druck. 

2 Nach Giemsa und Mayeda, Abhandlungen aus dem Gebiet der Sey 
Auslandskunde, Hamburgische Universitat 26, Reihe D. Med. 2 (Fest- Ox: 
schrift Nocht). Nach privater Mitteilung von Herrn Giemsa hat sich bei aus 
Wiederholung der Versuche die Toxizitaét und somit auch der Index ces dar 
Tryparsamids etwas giinstiger gestellt, als urspriinglich von ihm angegeben seit 


war, was auf obiger Tabelle bereits beriicksichtigt ist. 894 
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Index = 
Dosis curat. Gest pune. bene , BeeX = Dosis tolerate 
Oxy-pyridin-arsinsaure 
m™\ 
H,O,;As—/ 
| OH 1,2 6,0 1:5 
N 
als Di-Na-Salz 
Atoxyl 
N HO. As— | 
cats | | 0,2 02 1:1 
\ —NH, 
N 
Tryparsamid 
NaHO,As—~ » 
| | wa 0,3 2,25 1:75 
\/ . 
N CH, 
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Es lag nicht auBerhalb des Bereiches des zu Erwartenden, dab 
die Oxy-pyridin-sdure, wie aus der Tabelle ersichtlich, eine gute Heil- 
wirkung zeigt; dagegen ist die Hohe der ertriglichen Dosis sehr iiber- 
raschend. Denn da das Pyridin eine der Grundsubstanzen der Alkaloid- 
reihe ist, so waren wir darauf gefaBt, durch Einfiihrung von Arsen 
Verbindungen von gréBerer Giftigkeit zu finden, als sie ahnlich gebauten 
Substanzen der Benzolreihe eigen ist. Im Gegensatz dazu ist die Dosis 
tolerata der Oxy-pyridin-arsinsaiure bei der Maus rund 30mal so groB 
wie die von Atoxyl und 2,66mal so groB wie die von Tryparsamid. 
Kaninchen vertragen subkutan und intravenés ohne irgendwelche 
Schadigung die grobe Menge von 1 g Oxy-pyridin-arsinsiure (als Di- 
natriumsalz) pro Kilogramm Tier. Da 1 g der Arsinséure (34,2 °, As) 
soviel Arsen enthalt, wie 0,45 g Arsenik (75,7°,, As), und die Dosis 
toxica des Arseniks fiir Kaninchen 0,006 g pro Kilogramm Tier ist’, 


1 G. Joachimoglu, diese Zeitschr. 70, 150, 1915; vgl. BE. Sieburg, Hoppe- 
Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 53, 1916. Die ersten Tierversuche mit 
Oxypyridinarsinséure wurden in dankenswerter Weise von Herrn J oachimoglu 
ausgefiihrt, da das Chemische Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
damals (1924) ngch nicht auf Tierversuche eingerichtet war. Uber die 
seither dort angestellten Versuche vgl. Rath, Tierirztl. Rundschau 33, 
894, 1927. 
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so vertrigt das Tier zum mindesten a 75mal mehr Arsen in 
Form der Oxy-pyridin-arsinsaure als in Form des Arseniks, tatsachlic) 
noch etwas mehr, da die Gleichung insofern ungenau ist, als an Stelle 
der Dosis toxica von 0,006 die jedenfalls kleinere Dosis maxima be) 
tolerata stehen miiBte. 

Die Darstellung der 2-Oxy-pyridin-5-arsinsaure geschah durch 
Umsetzung von diazotiertem Oxy-amino-pyridin mit Arsenit. Auf 
analogem Wege fiihrten wir Jod ein. Auf diese Weise erhielten wir 
das 2-Oxy-5-jod-pyridin: 


—OH 
N 
welches, als Natriumsalz gelést, ebenfalls von iiberraschender Ver. 
traglichkeit ist: 





Dosis tolerata 


; Piha e 1 mg subkutan 
Pro 1g Maus | 4 , intravends 


a _. .f 38@ subkutan 
Pro 1 kg Kaninchen |) 0,6g intravenés 


Das Praparat wirkt im Gegensatz zur Oxy-pyridin-arsinsiure 
nicht auf Trypanosomen; experimentelle Kaninchensyphilis wurde 
bemerkbar beeinfluBt; ausgesprochen gut aber ist die Wirkung bei 
Staphylokokken- und Streptokokkeninfektionen’. 

Somit ergibt sich, daB bei den zwei genannten Oxy-pyridin- 
derivaten im Hinblick auf die therapeutische Wirkung die chemische 
Konstitution eine sehr giinstige ist: Die Parasitotropie ist groB, die 
Organotropie gering, obgleich man nach der chemischen Konstitution 
zwar das erstere, nicht aber das letztere hatte erwarten kénnen. 

Wir haben weiter in der Reihe der Arsinsauren gepriift, inwieweit 
die Parasitotropie erhalten bleibt, wenn man die Substituenten nach 
Art und Stellung andert, und dabei folgendes gefunden: Wenn man 
in der 2-Pyridon-5-arsinsiure die Hydroxylgruppe durch Wasserstoff 
ersetzt und somit zu der Grundsubstanz unserer Reihe, der Pyridin- 
3-arsinsdure 

\—As05H, 


N 
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gelangt, so bleibt die Parasitotropie qualitativ erhalten, ist aber quanti- 
tativ so weit geschwacht, daB nur ein voriibergehendes Verschwinden 
der Trypanosomen aus dem Blute der infizierten Maus erreicht wird. 
Beim Ersatz der Hydroxylgruppe durch die Aminogruppe zeigt 
die so dargestellte 2-Amino-pyridin-5-arsinsdure 
H, O; As— 


—NH, 
N 
qualitativ und quantitativ im groBen und ganzen die gleiche Wirkung 
wie die 2-Oxy-pyridin-5-arsinsaure. 
Der Ersatz der Hydroxylgruppe durch die Halogene veranlaBt in 
den betreffenden 2-Halogen-5-arsinsduren 


H, 0, As, H, Os As H, 0; As-— 


yl -Br \ J 

N N N 
nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ eine weitgehende 
Anderung. Die trypanozide Wirkung ist auch nicht einmal mehr an- 
deutungsweise vorhanden, wahrend andererseits die Toxizitat ge- 
stiegen ist. 

Dagegen bleibt die trypanozide Wirkung bestehen, wenn Halogen- 

atome in Orthostellung zur Hydroxylgruppe eintreten: 


H, 0, As— —Cl H,O,As—“ \—Br H,0,As —J 


—OH OH —OH 
N N N 
und zwar steigert sich die Parasitotropie mit zunehmendem Atom- 
gewicht der Halogene. 

Aus diesen Befunden erscheint hervorzugehen, dag die chemo- 
therapeutische Wirkung von der Anwesenheit solcher Gruppen in Nachbar- 
stellung zum Stickstoff abhdngt, welche Tautomerie hervorrufen kénnen', 
denn auBer den oben angegebenen Formeln fiir die trypanoziden Ver- 
bindungen kommen auch die folgenden in Betracht: 

H,0,As j— H,0,As—( > H, 0, As— —Halogen 
s=0 =O Fat: . -=0 
NH NH NH NH 


1 Dies erscheint als Parallele zu der Farbetheorie von A. Binz und 
G, Schroeter, B. 35, 4225, 1902, welche darauf hinwiesen, daB die normalen 
Phenol- und Aminformen der Farbstoffe in desmotropem Bindungswechsel 
mit den Chinonformen stehen, und experimentell begriinden konnten, 
da8 diese Struktur fiir das Zustandekommen echter substantiver Woll- 
und Seidenfarbungen wesentlich ist. 
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wihrend die Formeln der unwirksamen Verbindungen diese Tautomer 
nicht zulassen. 

Ganz ahnlich scheinen die Verhaltnisse in der Chinolinreihe 7u 
liegen. Wahrend die von uns dargestellten unsubstituierten Chinoli 


arsinsauren 
AsO3 Hy 


\’ \—4s0;H, 
Rah 
N a | 
AsO; Hy 
keinerlei chemotherapeutische Wirkuug aufweisen, erwies sich dic 
Carbostyril-arsinsaure 

4 \—As0,H, ( \/ \—As0;H; 

| 

bzw. o— 


\A~\ \ 
N NH 


HO—\ 


als ausgesprochen parasitotrop!. 

AuBer dieser auf Desmotropie beruhenden biochemischen Gesetz- 
maBigkeit scheint noch die Stellung des Arsens von Einflu®8 zu sein 
Wenn dieses in Orthostellung zum Sauerstoff riickt wie in der 2-Oxry- 
5-jod- pyridin-3-arsinsdure 


J— Za As Os Hy 


| 
\ Jon 
N 

so ist zwar die Méglichkeit der Tautomerie theoretisch gegeben, die 
trypanozide Wirkung aber ist nicht mehr vorhanden. Anscheinend 
iibt das Arsen einen orientierenden und den Bindungswechsel hindernden 


EinfluB aus. 


Dem Ministerium fiir Landwirtschaft, Domdnen und Forsten, dem 
Reichsministerium des Inneren und der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danken wir fiir die groBziigige Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


1 Die von uns ebenfalls dargestellte 2-Methylchinolin-3-arsinséure 
(A. 458, 246) wurde in so geringer Ausbeute erhalten, da8 wir sie nicht im 
Tierversuch priifen konnten. 


Ve 
we 
hal 
mit 
abi 
qui 


Ar: 


nic 
son 
Bin 
im 

gru 
vor 


wie 


gen: 
saul 
ben 
wire 
gem 
Saw 


ben 
179, 








Uber ein Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung organischer Arsinsiuren. 


Von 


Ewald Urbschat. 
(Aus dem Chemischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1928.) 


Chemotherapeutische Arbeiten im hiesigen Institut gaben die 
Veranlassung, nach einem neuen Verfahren zum quantitativen Nach- 
weis organisch gebundenen Arsens zu suchen. In der Hauptsache 
handelte es sich um die Bestimmung heterozyklischer Arsinséuren 
mit solcher Genauigkeit, daB die nach Injektion oder peroraler Ver- 
abreichung in den Exkrementen auftretenden Mengen noch annahernd 
quantitativ erfaBt werden kénnen. Die Methode sollte fiir primaire 
Arsenverbindungen spezifisch séin. 

Die bisher bekannten Verfahren erwiesen sich fiir diesen Zweck 
nicht brauchbar. Ein Teil derselben weist das Gesamtarsen nach und 
somit auch das durch Umsetzung im Organismus aus der organischen 
Bindung geliéste anorganische Arsen. Der andere Teil nutzt Reaktionen 
im organischen Radikal enthaltener Substituenten, wie z. B. der Amino- 
gruppe. Die Durchfiihrung setzt das Vorhandensein solcher Gruppen 
voraus und ist verwickelt, da in den erhaltenen Fallungen nachtraglich 
wiederum der Arsengehalt bestimmt werden muB. 

Das hier beschriebene Verfahren umgeht die Mangel der vor- 
genannten, da es als Bestimmungsform die aus der organischen Arsin- 
siure durch Reduktionsmittel entstehende unlésliche Arsenoverbindung 
benutzt. Wenn letztere in groBer Verdiinnung und in der KAlte erzeugt 
wird, entsteht sie als feine Triibung, deren Menge nephelometrisch 
gemessen werden kann'. Als Reduktionsmittel wurde unterphosphorige 
Saure, deren Wirkung durch etwas Jodwasserstoffsiure verstarkt 


! Fiir die Untersuchungen wurde ein Nephelometer nach Kleinmann 
benutzt. Vgl. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 115, 1919; 187, 144, 1923; 
179, 301, 1926. 
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wird, angewandt. Durch Zusatz von Tanninlésung und Schiittely 
wurde Ausflockung der Arsenoverbindung vor vollstindigem Ablauf 
der Reduktion verhindert. Der Tanninzusatz bot noch den Vorte] 
daB dadurch die die nephelometrische Ablesung stérende Eigenfarbung 
der Arsenoverbindung stark unterdriickt wurde. 

Der Arbeitsrichtung des Instituts entsprechend, wurde fiir dic 
Versuche eine Pyridinarsinsiure, die 2-Oxy-pyridin-5-arsinsaure! ver. 
wandt. Ihre Arsenoverbindung, das 2,2’-Dioxy-5,5’-arseno-pyridin?, ist 
auch in Saéuren unléslich. 


Die Arbeitsweise gestaltet sich wie folgt: In einem 25-cem-MeBkolben 
mit Schliffstopfen wird ein bestimmtes Volumen der zu priifenden wasserigen 
Arsinséurelésung eingefiillt. Das Volumen ist abhangig von dem Arsinsaure- 
gehalt der zu untersuchenden Fliissigkeit. Dieser wird durch einen Vor 
versuch annihernd ermittelt. Hierzu werden in einem Reagenzglas 5 ecm 
der Lésung mit 0,5 cem konzentrierter Salzséure, 0,5 cem 50°, iger unter- 
phosphoriger Saéure und einem Tropfen Jodkalilésung erwirmt. Aus 
der Geschwindigkeit des Auftretens der Triibung und ihrer Dichte kann 
man bei einiger Ubung leicht auf den Gehalt an Arsinsaéure schlieBen. Nun 
stellt man sich durch Verdiinnen einer Lésung von bekanntem Gehalt 
eine Reihe von Vergleichslésungen her, deren Konzentrationen in der 
Nahe der durch den Vorversuch annahernd ermittelten Konzentration der zu 
priifenden Lésung liegen. Die fiir die Analyse notwendige Menge ist so zu 
bemessen, daB in dem Endvolumen von 25cem die Arsinséure in einer 
Konzentration von 0,002 bis 0,01 mg in lecem vorliegt. Man fiillt auf 
etwa 20 ccm auf und fiigt das Reduktionsreagens hinzu. Wie durch Vor 
versuche festgestellt wurde, erwiesen sich fiir ein Fliissigkeitsvolumen von 
25 cem am besten geeignet 3,2 ccm einer Mischung von 30 cem 50° ,iger 
unterphosphoriger Saéure, 15 ccfa einer frisch bereiteten 20% igen Tannin- 
lésung und 2 cem 5n Jodkalilésung. Dann wird zur Marke aufgefiillt, und, 
falls die Fliissigkeit nicht optisch leer erscheint, durch ein nicht faserndes 
Filter gegossen. Das Reaktionsgemisch wird 24 Stunden geschiittelt. 
Gleichzeitig werden die Vergleichslésungen ebenso angesetzt. Nach 
24 Stunden erscheint die Lésung gleichmaBig getriibt, ohne daB Flocken 
oder grébere Teile zu erkennen sind. In der Durchsicht vergleicht man die 
Lésungen bekannter Konzentration mit der zu priifenden, wahlt die der 
Triibung nach zunichst liegende und vergleicht sie im Nephelometer. Vor 
Beginn der Ablesung wartet man kurze Zeit, um in der Fliissigkeit befindliche 
Luftblasen emporsteigen zu lassen. Fiir die Ablesung hat man 3 Minuten 
Zeit. 

In der folgenden Tabelle sind die Durchschnittswerte aus je zelin 
Versuchen angegeben : 


Arsinséure in 1 ccm. 


Angewandt .. . 0,08 0,06 0,04 0,02 mg 
Gefunden . . . . 0,0798 0,0603 0,0403 0.0196 ,, 
Angewandt .. . 0,008 0,006 0,004 0,002 - 


Gefunden . . . . 0,00799 0,00601 0,00403 0,00200 ,, 


1 Binz und Rath, A. 455, 129, 1927. 
2 Dieselben, |. c. S. 131. 
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Um die praktische Brauchbarkeit des Verfahrens zu priifen, wurden 
damit Arsinsiurebestimmungen im Urin versucht. Die Farbung des 
Materials machte einen direkten Nachweis unméglich. Da bei Ent- 
firbungsversuchen mit Tierkohle groBe Mengen Arsinsiure von ihr 
adsorbiert wurden, muBte in folgender Weise verfahren werden: Aus 
dem die Arsinsaure enthaltenden Urin wurde diese durch Reduktion 
mit unterphosphoriger Saure, Salzsiure und Jodkalilésung als Arseno- 
verbindung abgeschieden. Letztere wurde abfiltriert, gewaschen und 
lurch Behandeln mit Wasserstoffsuperoxyd reoxydiert'. In der so 
resultierenden Lésung der Arsinsaiure konnte diese wie oben bestimmt 
werden. 


Zur Ausfiihrung wurden z. B. 20 ccm eines Arsinséiure enthaltenden 
Urins in der Kalte mit 5cem 50°%,iger unterphosphoriger Séure, 2 ccm 
konzentrierter Salzsiure und Ilcem 5n Jodkalilésung versetzt und 
24 Stunden stehengelassen. Dann wird filtriert, und die auf dem Filter 
verbleibende Arsenverbindung mit Wasser gewaschen. Durch UbergieBen 
mit 10 cem 3 °%,igem Wasserstoffsuperoxyd wird sie zur Arsinséiure reoxydiert. 
Das Filter wird wiederholt mit heiBem Wasser ausgewaschen. Die Filtrate 
werden auf ein bestimmtes Volumen gebracht, und der Arsinsiuregehalt 
wie oben angegeben anndhernd bestimmt. Die zur Priifung notwendige 
Menge wird in einem 25-cem-MeBkolben mit 3,2ccm des Reduktions- 
reagens versetzt. Um starke Erwairmung, durch die Reaktion zwischen dem 
Reduktionsmittel und iiberschiissigem Wasserstoffsuperoxyd verursacht, 
zu verhindern, wird hierbei mit Eiswasser gekiihit. Die auf 25 ccm auf- 
gefiillte und durch Umschiitteln gemischte Fliissigkeit wird erst dann aus 
dem Kiihlbad entfernt, wenn die durch Jodabscheidung verursachte Braun- 
farbung verschwunden ist. Die weitere Durchfiihrung veriauft analog der 
oben fiir wasserige Arsinsfiurelésung angegebenen. + 


Analysen. 





Im Harn enthaltene Arsinsaure- Getundene Menge 
menge in mg ccm m mg/cm 
0,008 0 
0.008 | UUS 
” 0,007 89 
. ),027 
) | O.0Z4 
0,025 0.026 8 
0,020 0 
0,02 0.0208 
0,019 93 


Der Notgemeinschajt der Deutschen Wissenschaft danke ich fiir ein auf 
Antrag von Herrn Prof. Dr. Binz iiberlassenes Nephelometer. 


1 Vgl. dazu Binz und Rath, A. 4538, 241, 1927. 
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Untersuchungen iiber die chemische Natur der Allergene '. 


Von 


L. Farmer Loeb. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik, Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 27. Oktober 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

Das Verstandnis fiir eine Gruppe von Erkrankungen, wie Heu- 
fieber, Asthma bronchiale, Urticaria, wurde wesentlich geférdert, als 
man in den Manifestationen der experimentellen Anaphylaxie Phano. 
mene kennenlernte, die den klinischen Erscheinungen dieser Krank. 
heiten sehr ahnelten. Die Auffassung, daB es sich bei diesen Er- 
krankungen um anaphylaktische Zustande handele, ist auBerordentlich 
fruchtbar gewesen. Ob es sich tatsachlich um echte Anaphylaxie 
handelt, ist noch nicht mit Sicherheit entschieden. 

Das Studium der genannten Krankheiten von diesen Gesichtspunkten 
aus lieB erkennen, daB in vielen, wenn nicht in allen, Fallen diese Erkran 
kungen darauf beruhen, daB das betreffende kranke Individuum gegeniibe: 
einer oder mehreren kérperfremden Substanzen_,,iiberempfindlich* ist 
und bei Kontakt mit der fraglichen Substanz mit heftigen Erscheinungen 
von seiten verschiedener Organsysteme (des Respirationstraktus, ces 
Magendarmkanals, der Haut usw.) reagiert, die auch klinisch an die Er 
scheinungen des anaphylaktischen Experiments erinnern. Amerikaniscle 
Autoren schlugen, in Anlehnung an Pirquets Terminologie vor, diese Krank- 
heiten als ,,allergische’* zu bezeichnen. Unter ,,Allergie“ versteht Pirquet 
eine ,,veranderte Reaktionsfahigkeit*‘... (des Oragnismus)... — ,,ohne 
jedes bakteriologische, pathologische oder biologische Vorurteil.* 

Ein wesentliches Argument gegen die Identifizierung anaphylak. 
tischer und allergischer Zustande war die Tatsache, dab es im Tier- 
experiment nicht gelingen wollte, anaphylaktische Erscheinungen mit 
Stoffen hervorzurufen, die beim Menschen die Symptome der allergischen 
Erkrankungen verursachen. In den letzten Jahren ist es aber einer 
Reihe von Autoren mit Hilfe der Daleschen Versuchsanordnung (|) 


1 Diese Arbeit wurde im Dezember 1927 abgeschlossen. 
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gelungen, mit einigen ,.Allergenen** — Pollen von Phleum pratense, Am- 


brosia trifida und elatior [Walzer und Grove (2)]; Pferdeschuppen 
Longcope und Mitarbeiter (3)] — eine kiinstliche Uberempfindlichkeit 
zu erzeugen. 

Dale konnte zeigen, dab der Uterus anaphylaktisch gemachter 
Meerschweinchen spezifisch auf Zugabe des Anaphylaktogens reagiert 
(starke Kontraktion). Diese Methode bedeutet eine wesentliche Ver- 
feinerung gegeniiber dem urspriinglichen anaphylaktischen Experiment. 
bei dem man einen Maximaleffekt — einen Schock — erzielen muBte. 


Ein weiteres Argument gegen die Identifizierung allergischer und 
anaphylaktischer Zustande war die Behauptung, ein Anaphylaktogen 
miisse ein EiweiBkérper sein. Coca und Grove (4) behaupten, das wirk- 
same Prinzip der Ambrosiapollen sei ,.kein Eiwei8kérper im gewoéhn- 
lichen Sinne‘*. Walzer und Grove (1. c.) bestatigten diese Auffassung. 
Caulfield, Cohen und Eadie (5) konnten die Angaben von Coca und 
Grove nicht verifizieren. Hingegen soll nach Coca und Grove (1. c.) 
das wirksame Prinzip der Pferdeschuppen ein EiweiSkérper sein. 
Auch Longcope und Mitarbeiter (1. c.) sind dieser Ansicht. Diese Fragen 
bediirfen also noch dringend der Klarung. 


In zahlreichen Fallen von Asthma bronchiale habe ich, ebenso 
wie andere Untersucher, eine Uberempfindlichkeit gegeniiber Federn 
feststellen kémnen. Es war deshalb von Interesse, festzustellen, ob 
es auch im Tierexperiment gelingt, eine Sensibilisierung mit Federn 
zu erzielen. Zu den Sensibilisierungsversuchen mit Pollen wurde 
der Bliitenstaub der gewdhnlichen Kiefer benutzt. Dieser Pollen ist 
bisher, ebenso wie Federn, zu Tierversuchen noch nicht verwandt 


worden. 
Il. Versuchsmethodik. 
Herstellung der Extrakte. 
1. Gdnsefedern. Benutzt wurden nur die Federn vom Bauche und 


Riicken der Tiere. Zur Entfettung wurden die Federn [nach Coca (6)| 
zuerst zweimal mit Ather und dann mit Toluol langere Zeit behandelt. 
schlieBlich nochmals mit Ather gewaschen. Die hierbei sich ablésenden 
Schuppen wurden nochmals in der gleichen Weise entfettet und dann 
die Schuppen und Federn in 0,9°,iger CO,-freier NaCl-Lésung 24 bis 
48 Stunden extrahiert. Ein Konservierungsmittel wurde nicht zugegeben ; 
die Extrakte wurden zu jeder Injektion frisch hergestellt und durch Berkefeld- 
Filtration sterilisiert. 


2. Pollen. Es wurden auf je 10 ccm Extraktionsfliissigkeit gewéhnlich 
0.6 g¢ Pollen verwandt. Der Pollen wurde zuerst zweimal 15 Minuten lang 
unter starkem Riihren mit Ather extrahiert, der Ather abgegossen und 
der entfettete Pollen dann etwa 2 Stunden lang in einer Schiittelmaschine 
mit 0,9°%,iger CO,-freier NaCl-Lésung extrahiert. Der Extrakt wurde 
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dann durch ein Berkefeldfilter geschickt und méglichst sofort zur Injektiv 
benutzt. Von der Zugabe eines Konservierungsmittels konnte desha!t 
Abstand genommen werden. 


Chemische Untersuchung der Extrakte. 


Bei den so hergestellten Extrakten wurde der Gesamtstickst offgeha|; 
nach der Halbmikrokjeldahlmethode bestimmt, der nicht koagulalh); 
Stickstoff ebenfalls mit dieser Methode nach vorheriger EnteiweiBuny 
nach Michaelis-Rona mit Eisenhydroxydsol. Die reduzierenden Substanze: 
wurden nach der Methode von Hagedorn und Jensen bestimmt. An qualita 
tiven Proben wurden ausgefiihrt: Sulfosalicylsiurereaktion, Riuretreaktion 
Ninhydrinreaktion, Molischs Kohlehydratreaktion. 


Vorbehandlung der Tiere. 

Benutzt wurden kleine weibliche, virginelle Meerschweinchen. Dix 
Tiere wogen bei Beginn des Versuches durchschnittlich 160 bis 230g. Am 
geeignetsten fand ich Tiere von etwa 180g. Den Tieren wurden dreima! 
2 bis 4 ecm der oben beschriebenen Extrakte in Abstanden von 5 bis 7 Tager 
intraperitoneal injiziert. Zwischen dem 12. und 22. Tage nach der letzten 
Injektion wurden die Tiere untersucht. Um den Eintritt der Brunst 
mdéglichst hinauszuschieben, wurden die Tiere knapp erndhrt. Zur Zeit 
der Brunst zeigen die Uteri haiufig sehr starke Eigenkontraktionen. AuBer- 
dem sind die Uteri dann so empfindlich, daB sie auf Zusatz irgendwelcher 
Substanzen unspezifisch reagieren. Zahlreiche Tiere konnten aus diesem 
Grunde nicht verwandt werden. 


Priifung der Sensibilisierung (Dalesche Versuchsanordnung). 


12 bis 22 Tage nach der letzten Injektion wurden die Mee: 
schweinchen gepriift. Das Tier wurde durch Nackenschlag getitet 
die Carotiden durchschnitten, der Uterus exstirpiert und das Corpus 
uteri senkrecht durchtrennt. Das eine Uterushorn wurde sofort unter 
sucht, das zweite kam in der Zwischenzeit in eine sauerstoffdurchperlt: 
Ringerlésung von 39°C. — Das zu priifende Horn wurde in ein Gefai 
suspendiert, das 100 ccm Ringerlésung enthielt und sich in einem 
Wasserbad von 39° befand; dieses Ringerbad wurde ebenfalls mit 
Sauerstoff durchperlt. Das so aufgehangte Uterushorn war mit einem 
Hebelschreiber verbunden, und die Muskelkontraktionen wurden 
hierdurch auf einem langsam sich drehenden Kymographion registriert 
Die Ringerlisung hatte folgende Zusammensetzung: 


ee mack, : « .. s O08 
"ea oe Ss ee er. ae 
CaCl,....: . 084g Dextrose ....41,0 g@ 


auf 1000 cem H,0O. 


Die Dextrose und das NaHCO, wurden erst unmittelbar vor 
Gebrauch der Lésung zugesetzt. 
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Nachdem der Uterus einigermaben zur Ruhe gekommen war, 
wurde zuerst 1 cem dieses unspezifischen Extrakts, nach Ablauf von 
etwa 5 Minuten | cem des zur Sensibilisierung benutzten Extrakts 
zum Ringerbad zugefiigt. In den Fallen, in denen es gelungen war, 
das Tier zu sensibilisieren, reagierte der Uterus mit einer deutlichen 
Kontraktion. Am SchluB des Versuchs wurden noch 0.5 cem Histamin- 
lésung (1: 1000) zur Priifung der Ansprechbarkeit des Muskels = zu- 
gegeben. Das zweite Uterushorn wurde gewoéhnlich 45 Minuten 
nach Tétung des Tieres in derselben Weise gepriift. 


Ill. Versuchsergebnisse. 


a) Versuche mit Gdnsefedern. 
l. Versuche mit Gesamtextrakt aus Gansefedern. 


Die zu diesen Versuchen benutzten Extrakte wurden in der beschriebenen 
Weise hergestellt, die Tiere wie beschrieben vorbehandelt und mit det 


Daleschen Anordnung gepriift. Die Extrakte wurden nicht dialysiert, 
um so ein Bild iiber die Wirkung eines Extrakts zu erhalten, der samtliche 
molekular- und kolloiddispersen Anteile noch enthielt. Als unspezifischer 


Priifextrakt diente ein Extrakt aus Katzen- oder Kaninchenhaaren. 


Tabelle I. 


Versuche mit Gesamtextrakt aus Gansefedern. 





1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion 
Tier - - Ergebnis 
Extrakt Ges..N Extrakt Ges..N Extrakt Ges«N des Versuchs 
Nr com mg com mg com mg 
6 3,0 1,2 1 3,0 1,2 3,0 1,38 nicht geprift 
(Mannchen) 
7 3,0 1,2 3,0 1,2 3,0 1,38 nicht geprift 
(gestorben ) 
8 3,0 1,2 3.0 1.2 3,0 1,38 +++ 
9 3,0 1,2 3.0 1,2 3,0 1,35 nicht geprift 
(gestorben ) 
10 3,0 1,2 3,0 1,2 3,0 1,38 + 


Tabelle II. 
Analyse der den Tieren Nr. 6 bis 10 injizierten Federnextrakte. 





Nicht. itative Reakt 
. : Koagu- a Reduz. Qualitative Reaktionen 
Ins Ges.«N labl. N labl. N Substanz . ‘ 
jektion joa. Sulfosal* — Biuret Nine = Molisch 
mg/cem mg ccm mg/ccm mge°/ Reaktion hydrin 

1. 0,40 + t + 

2. 0,40 O11 0,29 62 oa 0 } : 

3. 0,46 0.13 0,33 61 + +? 


Da aus der vorigen Gruppe von Tieren nur zwei zur Priifung kamen, 
wurden noch drei weitere Meerschweinchen mit Géansefedernextrakten 


behandelt. 


15* 
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Tabelle ill. 


Versuche mit Gesamtextrakt aus Gansefedern. 





1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion 
lier - : Ergebnis 
Extrakt Ges..N Extrakt Ges.«N Extrakt Ges.«N des Versuchs 
Nr ccm mg com mg com mg 
26 3,0 1,17 3,0 1,08 3,0 1,29 
27 3.0 1,17 3,0 1,08 3.0 1,29 —— 
QR 3.0 1.17 3.0 1.08 3.0 1.29 4 


T abe lle IV. 
Analvse der den Tieren Nr. 26 bis 28 injizierten Federnextrakte und der 
b J 
Priifextrakte. 





. Nicht . Qualitative Reaktionen 
Ges..N Koagus koague _Keduz 
Injektion pes.¢ labl.N | igh]. N  Substanz 
aiseeiae Sulfosal* — Biuret Nin- Molise 
mg/ccom mg/ccm | mg/ccm mg+°/o Reaktion ydrin 
.. 0.39 0.18 0.21 80 ? } 
2. 0,36 0.18 0.18 77 49 + 4 
5. 0.43 80 + pan | 
Priifextrakt : 
Federn 0,28 O11 0.17 
Kaninchen- 
haare 0,55 0.19 0.36 . _ 


In den eben mitgeteilten Versuchen ist es gelungen, bei fiinf zur 
Untersuchung gelangten Tieren fiinfmal eine Sensibilisierung nach 
zuweisen, und zwar eine ganz spezifische. Zugabe eines Extrakts 
einer nahe verwandten Substanz (Haare) ruft keinerlei Reaktion 


hervor. 





Abb 1. 


Kurven um etwa ‘ , verkleinert 
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In Abb. 1, Kurve I (Tier Nr. 28, erstes Horn), wurde bei A 1 com 
des unspezifischen Priifextrakts, bei B l ccm des zur Sensibilisierung 
benutzten Extrakts und bei C 0,5 cem Histaminliésung (1: 1000) zu 
dem Ringerbad zugegeben. Die Zugabe des unspezifischen Extrakts 
blieb ohne Wirkung, wahrend der Federnextrakt eine deucliche Kon- 
traktion des Uterus hervorruft. 

Nachdem es gelungen war, eine Sensibilisierung mit einem Gesamt- 
extrakt aus Gansefedern zu erzielen, ging ich dazu iiber, das wirksame 
Prinzip zu isolieren. Ich fraktionierte hierzu den Extrakt durch Be- 
handeln mit konzentriertem Alkohol. 

2. Versuche mit der Alkoholfaéllung aus Gansefedernextrakt. 

Herstellung der Fdllung. Je 10 cem Extrakt (Herstellung s. 8S. 227) 
wurden langsam zu je 30cem 90°,igem Alkohol zugegeben und 10. bis 
15 Minuten stehengelassen. Der entstehende Niederschlag wurde dann 
abzentrifugiert und in Normosallésung aufgeschwemmt. Trotzdem der 
Alkohol nur kurze Zeit einwirkt (um eine Denaturierung der kolloiden 
Bestandteile méglichst zu verhindern), gelingt es nicht, den Niederschlag 
volilstandig zu peptisieren. Der in der Normosallésung aufgeschwemmte 
Niederschlag bildet eine mehr oder minder feine Suspension. Diese Sus- 
pension wurde Meerschweinchen unmittelbar nach der Herstellung intra- 
peritoneal injiziert. Die Tiere wurden wieder dreimal in Absténden von 
5 bis 6 Tagen gespritzt und nach 12 bis 22 weiteren Tagen in der oben 
beschriebenen Weise im Daleschen Versuch gepriift. 


Tabelle V. 


Versuche mit Alkoholfallung aus Gansefedernextrakt. 





1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion 

Tier - - - — Ergebnis 

Suspens. Ges..N Suspens. GesN Suspens. Ges.«.N des Versuchs 
Nr. ccm mg com mg ccm mg 
11 1.5 0,32 4.0 0.44 3.5 0.32 ++4 
12 1.5 0,32 4.0 0,44 3,5 0,32 + 
13 1,5 0,32 4.0 0.44 3,5 0,32 +++ 
14 2.0 0,42 3,0 0,33 4.0 0,36 1.Horn ++ 
15 2.0 0,42 3,0 0,33 4.0 0,36 +4 


Tabelle VI. 
Analyse der den Tieren Nr. 11 bis 15 injizierten Suspension (Alkoholfallung 
eines Gansefedernextrakts) und der Priiflésungen. 








Nicht. ’ 
Koagulabler a. Reduz. Qualitative Resktionen 
Injektion Stickstoff Stickstoff Substanz 
; Sulfosal.- Ninhydrin Molisch 
mg/iccm mgicem | meg °/o Reaktion 

a 0,21 — 
2. 0,11 0,00 5 of ; 49 
3 0,09 0,00 16 — 0 +? 


Praflésung : 
Federnfallung 0,34 0.01 ou 
Haarextrakt 0.55 0.36 —_ . 
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Wie aus der Analyse hervorgeh:, enthalt die Alkoholfallung keine: 
nichtkoagulablen Stickstoff, d. h. keine Aminosauren, Purine, biogenen 
Amine usw. Ob der koagulable Stickstoff Eiweibstickstoff ist, mécht 
ich im Augenblick nicht entscheiden. Es diirfte sich allerdings mit 
grober Wahrscheinlichkeit darum handeln. Reduzierende Substanzen 
waren bisweilen in kleinen Mengen nachweisbar; es handelt sich hierbei 
sehr wahrscheinlich um Spuren aus dem nicht vollstandig aus 
gewaschenen Extrakt. 

Kurve Il der Abb. | (Tier Nr. 13, erstes Horn) zeigt das Ergebnis 
eines Sensibilisierungsversuchs mit der Alkoholfallung. Bei A Zugabe 
von 1,0 cem Kaninchenhaarextrakt, bei B Zugabe von 1,0 cem der auf 
geschwemmten Alkohoifallung, bei C Zugabe von 0.5 cem Histamin 
losung (1: 1000). Auch hier zeigt sich wieder eine deutliche Kon 
traktion des Uterus nach Zugabe der spezifischen Priiflésung. 


3. Versuche mit dem Filtrat des mit Alkohol behandelten 
Federnextrakts. 

Herstellung des Filtrats. Je l0cem Extrakt werden zu je 90 cen 
98°, igem Alkohol zugegeben und 24 Stunden stehengelassen. Der ent 
stehende Niederschlag wird abzentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit 
auf das urspriingliche Volumen des Extrakts im Faust-Heinschen Apparat 
bei Zimmertemperatur eingeengt. Der bei der Einengung bisweilen ent 


Tabelle VII. 


Versuche mit dem Filtrat des mit Alkohol behandelten Federnextrakts 





1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion 

Tier — — — - — Ergebnis des 

Filtrax Ges.«N Filtrat Ges.«N Filtrat Ges.“N Versuchs 
Nr. ccm mg ccm mg com mg 
41 4,0 1,04 4,0 1,04 3,5 1,05 0; 2. Horn 
42 3,0 0,90 4.0 1,20 3,5 1,05 0 
43 4,0 1,04 3.0 0,78 4.5 1,35 0; 1. Horn 
44 4.0 1.04 3.0 0.90 35 1,05 0 
45 4,0 1,04 3,0 0,90 3.5 1,05 0; 2. Horn 


Tabelle VIII. 
Analyse der den Tieren Nr. 41 bis 45 injizierten Filtrate und der Priit 
filtrate. 





Nichts Qualitative Reaktionen 


1 , Koagu- - Reduz. 
Filtrat Gets labl. N koagu: Substanz ~~ 
labl. N Sulfosal.« ’ 
Ninhydrin Moliscb 
ing/ccm mg/ccm mg/ccm mgs9/» Reaktion 

Nr. 1 0,26 0,00 0,26 89 0 + 4 

a 0,30 0,00 0,30 36 0 ! 

Priffiltrat: 

lFedern 0,30 0,00 0.30 36 0 he 


Katzenhaar 0,30 0,00 0,30 Ly 


ne 
dit 
St 


zu 
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stehende Niederschlag wird entfernt. Die eingeengte Fliissigkeit wurde 
lurch Berkefeld-Filtration sterilisiert. 

Die Meerschweinchen wurden in der beschriebenen Weise mit dem 
so hergestellten Filtrat vorbehandelt und dann im Daleschen Versuch 
yepruft. 

Kurve Ill der Abb. 1 gibt einen Versuch dieser Reihe wieder 
(Tier Nr. 45, erstes Horn). Einigemal scheinen die Uteri allerdings auf 
das zur Vorbehandlung benutzte Filtrat anzusprechen (Tabelle VII 
Tier Nr. 41, zweites Horn; Tier Nr. 43, erstes Horn; Tier Nr. 45, zweites 
Horn). Diese schwache Sensibilisierung ist sicherlich darauf zuriick- 
zufiihren, da} das Filtrat noch Spuren koagulabler Substanzen enthielt, 
die nicht ganzlich entfernt worden waren. Als deutlichen Beweis hierfiir 
erscheint mir die Tatsache, dali Zufiigen einer alkoholischen Fdllung 
aus Federnextrakt zu dem einen Uterushorn des Meerschweinchens 
Nr. 42 eine starke Kontraktion hervorrief Die nicht eingetretene 
Sensibilisierung dieser Tiere ist nicht auf eine zu kleine Menge mole- 
kulardisperser Substanzen (beurteilt nach dem Stickstoffgehalt des 
Filtrats) zuriickzufiihren: Der Stickstoffgehalt des Filtrats ist ebenso 
hoch wie der Gesamtstickstoffgehalt der Federnextrakte und wesent- 
lich héher als der Stickstoffgehalt der alkoholischen Fallung. Das 
wirksame Prinzip, das zur Sensibilisierung fihrt, ist kolloiddisperser 
Natur (ob EiweiB oder nicht, ist noch nicht sichergestellt) und befindet 
sich in der alkoholischen Fillung 

Um die molekulardispersen Bestandteile des Federnextrakts auch 
noch auf anderem Wege von den kolloiddispersen zu trennen, wurden 
die Extrakte ultrafiliriert. Es gelang aber nicht, ein von koagulablem 
Stickstoff freies Ultrafiltrat zu gewinnen. 


b) Versuche mit Pollen von Pinus silvestris. 
l. Versuche mit Gesamtextrakt aus Pinus-Pollen. 


Der Extrakt wurde wie bereits beschrieben hergestellt und sofort 
zur Injektion verwandt, da infolge des Fermentgehalts des Extrakts 


Tabelle 1X. 


Versuche mit Gesamtextrakt aus Pinuspollen. 





1. Injektion 2 Injektion 3. Injektion 
lier - : - Ergebnis des 
Extrakt Ges..N Extrakt Ges«N Extrakt Ges.«N Versuchs 
Nr. com mg ecm mg com mg 
1 2.0 0,66 24) 0.78 2,5 0.95 0 
2 2.0 0,66 2.0 0,78 2.5 0.95 
3 2,0 0,66 2,0 0,78 2.5 0,95 1. Horn +4 
4 15 0,43 2,5 0,98 3,0 1,14 + 
5 2,0 0.66 2.0 0.78 2.5 0.95 nicht gepriift 


(Zwitter!) 
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Tabelle X. 


Analyse der den Tieren Nr. 1 bis 5 injizierten Extrakte aus Pinus: 
und der Priifextrakte. 





' Koagus Nicht- a Qualitative Reaktionen 
Injektion GesN | tabi. N tgs Substanz : 
abl. N Sulfosal.- Biuret Nin- Mol 
mgiccm megecem mg ccm my. Reaktion hydrin . . 
l 0.33 59 _— 
2. 0,39 0,23 0.16 Ys 0 0 1 
8. 0.38 0.16 0.29 0 0 fe 
Priifextrakt: 
Pinus 0.37 0.15 0,22 - 
Glatthafer 0.67 0,46 0,21 


Veranderungen der Zusammensetzung durch Abbauvorginge zu_ lx 
fiirchten sind Die Vorbehandlung und Priifung der Tiere gescha! 
in der beschriebenen Weise. Als unspezifischer Priifextrakt dient: 
ein Extrakt aus Glatthafer. 

Von den vier zur Untersuchung gelangten Meerschweinchen sind 
drei deutlich sensibilisiert worden. Es ist hiermit ein weiterer Beweis 
erbracht worden fiir die Méglichkeit, im Tierversuch eine Sensibilisierung 
mit Pollen zu erzielen. Wie aus Abb. 2. Kurve I (Tier Nr. 3, zweites 
Horn) hervorgeht, blieb die Zugabe von 1 com des unspezifischen Priif 
extrakts (A) ohne Einflub, wahrend die Zugabe desjenigen Extrakts 
mit dem die Tiere vorbehandelt worden waren (B), eine deutlich 
Kontraktion hervorrief. 





Abb. 2. 


Kurven um etwa */; verkleinert 


2 Versuche mit der Alkoholfallung aus dem Extrakt \ 
Pinuspollen. 


Zur naheren Isolierung des wirksamen Prinzips des Pollenextrakt> 
wurde wieder eine Fraktionierung durch Behandlung mit konzentrierte: 
Alkohol versucht. Die Fallung wurde hergestellt und behandelt, wie bereit 
bei den Versuchen mit Gansefedern beschrieben. Die so erhaltene S 
pension wurde wiederum analysiert und unmittelbar nach der Herstellunz 
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Meerschweinchen intraperitoneal injiziert. Die Tiere erhielten in diesem 
Falle vier Injektionen in Absténden von 5 bis 6 Tagen und wurden dann 
in der tiblichen Weise im Daleschen Versuch gepriift. Zur unspezifischen 
Prifung wurde eine Alkoholfallung aus Glatthafer verwandt. 


Tabelle XI. 


Versuche mit der Alkoholfallung aus dem Extrakt von Pinuspollen. 





1. Injektion 2. Injektion 3. Injektion 4. Injektion 
lier : Ergebnis des 
Extrakt Ges»N Extrakt Ges.-N Extrakt Ges«N Extrakt Ges..N Versuchs 
Nr. com meg ccm me com meg ecm my 
16 5.0 0.19 3.0 0075 3.0 0.06 3.0 0.06 +. -4 
17 5.0 0.10 3,0 O075 3,0 0,06 3.0 0,06 1. Horn 4 
18 5.0 0.10 3.0 0.075 3.0 0.06 3.0 0.06 +. 
19 5.0 O10 3.0 0.075 3.0 0.06 3.0 0,06 + 
w”) 5.0 0.10 30 0075 3.0 0.06 3.0 0.06 + 


Tabelle X11. 
\nalyse der den Tieren Nr. 16 bis 20 injizierten Suspensionen und der 
Priifsuspensionen. 





Koagulabler | .. Nicht- Retuskes (Qualitative Keaktionen 
Injektion Stickstoff a Substanz . 
steiate® Sulfosal.+ Ninhydrin Molisch 
mg/ ccm mg ccm mye? |p Reaktion ; 
& 0,02 0.00 0 0 0 
a 0.025 0.00 3.0 0 0 0 
8. 0.2 0.00 0 0 +? 
4. 0.02 0.00 0 0 0 
Prifsuspension : 
Pinusfallung 0.05 0,00 0 0 0 
Glatthaferfallung 0,22 0,00 4 0 — 


Obwohl der Gehalt an koagulablem Stickstoff sehr niedrig war, 
gelang es auch in diesem Falle, eine deutliche spezifische Sensibilisierung 
zm erzielen (Abb. 2, Kurve IL, Tier Nr. 18, zweites Horn). Aus dem 
niedrigen Gehalt an koagulablem Stickstoff in der Fallung, ver- 
glichen mit seinem wesentlich héheren Gehalt in dem Gesamtextrakt, 
laBt sich folgern, daB, falls auch andere kolloide Bestandteile vor- 
handen sein sollten, auch sie in niedrigerer Konzentration vorkommen 
miissen. Nichtkoagulabler Stickstoff war in der Fallung nicht nach- 
weisbar, was auf die Abwesenheit stickstoffhaltiger molekulardisperser 


Verbindungen deutet. Der negative Ausfall der Sulfosalicylsaure- 
reaktion ist wahrscheinlich auf die niedrige Konzentration des 
koagulablen Stickstoffs zuriickzufiihren. Die Glatthaferfallung, die 
die verfache Menge koagulablen Stickstoffs enthielt, gab eine positive 
Sulfosalicylsiurereaktion. — Reduzierende Substanzen waren auch hier 
in nur sehr kleinen Mengen vorhanden. Molischs Reaktion auf Kohle- 
hydrate war fast stets negativ. 
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Versuche mit dem Filtrat des mit Alkohol behandelten Polley 
extrakts fiihrten zu keinem eindeutigen Ergebnis, da es in diesen Ver 
suchen nicht gelang, ein Filtrat herzustellen, das frei von koagulablem 
Stickstoff war. 

Zusammenfassung. 

1. Es gelingt, Meerschweinchen gegen einen wiisserigen Extrakt 
aus Ginsefedern spezifisch zu sensibilisieren. Die Extrakte enthielten 
im Durchschnitt 0.4 mg Gesamtstickstoff pro Kubikzentimeter (in 
jiziert wurden im ganzen 10 bis 12 cem): rund die Halfte des Stickstoffs 
war mit Eisenhydroxydsol fallbar (also kolloiddispers), die anders 
Halfte molekulardispers. Ferner enthielten die Extrakte mit der 
Methode von Hagedorn und Jensen nachweisbare reduzierende Sub.- 
stanzen. Sulfosalicylsaurereaktion, Ninhydrinreaktion, Molisch- (Kohle 
hvdrat-) Reaktion positiv. 

2. Versetzt man einen solchen Giinsefedernextrakt mit konzen 
triertem Alkohol, so erhalt man eine Fallung, mit der eine spezifisch: 
Sensibilisierung ebenfalls gelingt. Die Alkoholfallungen enthielten nw 
kolloiddispersen Stickstoff: reduzierende Substanzen in Spuren. Sulfo 
salicylsiurereaktion positiv, Ninhydrin negativ, Molisch fraglich. 

3. Eine Sensibilisierung gegen das Filtrat des mit Alkohol be 
handelten Extrakts tritt nicht ein. Diese Filtrate enthielten nur mole 
kulardispersen Stickstoff und deutliche Mengen reduzierender Sub 
stanzen. Sulfosalicylsiurereaktion negativ, Ninhydrin, Molisch positiy 

4. Es gelingt ferner, Meerschweinchen gegen wasserige Extrakt: 
aus Pollen der gewéhnlichen Fichte (Pinus silvestris) und gegen die 
alkoholische Fiallung aus diesen .-Extrakten zu sensibilisieren. Die 
Extrakte enthielten wiederum kolloid- und molekulardispersen Stick 
stoff und reduzierende Substanzen etwa in demselben Verhaltnis wir 
die Extrakte aus Giansefedern. Die alkoholischen Fallungen enthielten 
nur kolloiddispersen Stickstoff, keine reduzierenden Substanzen. 


Frl. Charlotte Hoffmann bin ich fiir ihre verstandnisvolle Hilfe bei cer 
Ausfiihrung dieser Versuche zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber den Mechanismus der Vergirung des Dioxyacetons'. 
Von 
ken Iwasaki-Kanazawa. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 29. Oktober 1928.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Der Umsatz des Dioxyacetons in tierischen und _pflanzlichen 
Zellen, insbesondere auch seine Vergirung durch Hefe, hat von jeher 
Interesse beansprucht wegen der Mdéglichkeit, daB diese Triose ein 
Zwischenprodukt des normalen Zuckerzerfalls darstellt. Die auf diesem 
Gebiet vorliegenden Ergebnisse, noch mehr ihre Deutung, wider- 
sprechen sich jedoch vollstandig. Das gilt insbesondere von den zahl- 
reichen Arbeiten, die iiber den Umsatz des Dioxyacetons im tierischen 
und menschlichen Kérper bei Fehlen oder Uberschu8 von Pankreas- 
hormon berichten. Eine Zusammenstellung der neuesten Arbeiten 
hieritiber findet man bei C. F. Cori und G. T.Cori*. Nachdem schon 
1911 von Mostowski*® die Bildung von Glykogen aus Dioxyaceton im 
Huhn festgestellt war, wurde neuerdings nach der Entdeckung des 
Insulins das Dioxyaceton von Jsaak und Adler* als Diabetesnahrung 
empfohlen, da es ohne zu Traubenzucker aufgebaut zu werden und 
unabhangig von Insulin im Kérper umgesetzt werden kénnte. Ahnliches 
schlieBen Kermack, Lambie, Slater® aus ihren Versuchen, wihrend 
insbesondere die Forscher in Toronto auf dem gegenteiligen Standpunkt 
stehen®, wonach das Dioxyaceton nur so weit im Stoffwechsel verbraucht 
wird, als es in Zucker umgewandelt wird. Auch die Versuche von 
Cort und Cori und anderer Forscher auf diesem Gebiet haben zu keiner 
sicheren Entscheidung gefiihrt. 

1 Uber die Ergebnisse dieser Arbeit wurde bereits kurz in einem Vortrag 
von O. Meyerhof auf dem Congrés international de la Vigne in Bordeaux, 
Juni 1928, berichtet. 

2 Journ. of biol. Chem. 76, 772, 1928. 

*C. r. 152, 1276, 1911 (zitiert nach Cori und Cori). Vgl. auch die 
Beobachtung von C. Neuberg und F. Blumenthal, Verh. d. Berl. physiol. 
Ges. Sitzung 25. IIT. 1904. 

* Klin. Wochenschr. 3, 1208, 1924. 

5 Biochem. Journ. 20, 487, 1926. 

® Siehe z. B. Campbell und Hepburn, ebendaselbst 68, 575, 1926; 
Campbell und Markowicz, Amer. Journ. of Physiol. 80, 561, 1927. 
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Die prinzipielle Frage, ob Dioxyaceton nur auf dem Wege dc 
Kondensation zu Zucker vom Organismus umgesetzt wird oder direkt 
und im letzteren Falle, ob es ein normales Intermediirprodukt des 
biologischen Zuckerzerfalls ist, 14Bt sich offenbar leichter an einem 
einfacheren Objekt als dem Warmbliiter, nimlich an der Garung der 
Hefe studieren. Ein prinzipieller Entscheid bei der Garung sagt natiirlic(, 
nichts iiber die speziellen Stoffwechselvorgange, die sich in einzelnen 
Organen héherer Tiere in An- oder Abwesenheit von Hormonen a} 
spielen kénnten, ist aber fiir die Biochemie des Zuckers von allgemeiner 
Wichtigkeit. Auch die Vergirung des Dioxyacetons durch Hefe ist 
schon in den Jahren 1910 bis 1912 von mehreren Forschern untersucht 
worden. Wahrend die experimentellen Ergebnisse dabei ziemlich 
iibereinstimmten, ist ihre Deutung ebenso umstritten wie bei dem Umsatz 
im Tierkérper: Dioxyaceton wird durch lebende Hefe und durch Hef 
extrakt (PreBsaft oder Mazerationssaft) langsam vergoren. Bei dieser 
Vergarung reichert sich im Hefeextrakt allmahlich Hexosediphosphor 
siure an. Wahrend dies von Buchner und Meisenheimer' sowie Lebedew? 
durch eine direkte Vergirung. der Triose erklart wird, nehmen Harden 
und Young® an, dab zuvor eine Kondensation in Hexose statt 
findet. 

Nachdem kiirzlich von Haehn und Glaubitz4 gefunden wurde, dai 
Saccharomyces Ludwigii Dioxyaceton erheblich starker vergirt als 
gewohnliche Bier- und PreBhefen aus ihren Versuchen errechnet 
sich eine Umsatzgeschwindigkeit von gut 25 °,, derjenigen der Glucose 
erOffnete sich die Méglichkeit, dieye Frage unter giinstigeren experi 
mentellen Bedingungen zu priifen. Ich habe auf Vorschlag und unte: 
Leitung von Herrn Meyerhof diese Arbeit ausgefiihrt, wobei ich einer 
seits an lebender Ludwigiihefe die Girgeschwindigkeit, die Atmungs 
grébe, den Oxydationsquotienten und die Warmebildung unter ver 
schiedenen Umstanden in Gegenwart von Dioxyaceton mit der von 
Traubenzucker verglichen habe, und andererseits an Mazerationssafte: 
die Kinetik der verschiedenen Garungsphasen sowohl mit der Trios: 
wie mit Glucose studiert habe hinsichtlich des Schwundes der Zucke1 
der Kohlensiurebildung und der Veresterung. Diese Versuche lieben 
sich durch Abscheidung der Ester vervollstandigen. Im _ folgenden 
wird zuerst iiber die Versuche an lebender Hefe, dann iiber die am 
Mazerationssaft berichtet. 


! Berl. Ber. 48, 1773, 1910. 

2 Ebendaselbst 44, 2932, 1911; diese Zeitschr. 46, 483, 1912. 

% Diese Zeitschr. 40, 458, 1912; s. auch Harden, Alcoholic Fermentation. 
3. Aufl., 1923, S. 92ff. 

4 Berl. Ber. 60, 490, 1927. Siehe auch C. Neuberg und E. Simon 
diese Zeitschr. 187, 220, 1927. 
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Methoden, 
a) Ziichtung. 


Den Stamm des Saccharomyces Ludwigii verdanke ich den Herren 
Haehn und Glaubitz im Institut fiir Girungsgewerbe'. Die Ziichtung ge- 


schah in sterilisierten Erlenmeverkolben fiir gréBere Mengen in 10-Liter- 
Rundkolben meistens in Bierwiirze unter Zuckerzusatz (3°, Trauben- 


mecker), fiir besondere Vergleichszwecke auch in gekochtem filtrierten 
Hefewasser unter Zusatz von Zucker oder Dioxyaceton. Die Zuchtkolben 
wurden unter aseptischen Kautelen dauernd durchliiftet. Die Ziichtung 
geschah meistens in angewirmtem Raum bei 26°. Auf Grund langer 
Erfahrung ergab sich, daB bei Zusatz frisch in Bierwiirze gewachsener 
Hefekultur zum zehnfachen Volumen zuckerhaltiger Bierwiirze nach 
is Stunden die héchste Gargeschwindigkeit pro Einheit Hefe-Trocken- 
gewichts erhalten wird, wahrend bei langerer Fortsetzung der Ziichtung 
in derselben Lésung zwar die Hefeausbeute noch ansteigt, die absolute 
GarungsgréBe aber wieder abfallt. Es wurde daher meist Hefe aus 18 bis 
24 Stunden alter Bierwiirzekultur zu den Garungsversuchen benutzt. 

Die Ziichtung geschah stets ganz steril. Die Ludwigii-Zellen sind 
durch ihre langliche Gestalt mikroskopisch leicht von anderen Hefezellen 
zu unterscheiden und fanden sich niemals durch diese verunreinigt. Die 
halbstiindigen Géarversuche wurden nicht mehr steril vorgenommen; im 
allgemeinen auch nicht mehr die Herstellung von Trockenhefe fiir den 
Mazerationssaft. Doch geschah gelegentlich solche sterile Verarbeitung zu 
Kontrollzwecken ohne Anderung des Resultats. Fiir die Versuche wurde die 
Hefekultur zentrifugiert, einmal mit 1,5°,iger KH,PO,-Lésung gewaschen 
und nach Auffiillung mit der Versuchslésung auf 2cem in die Garungs- 
gefaBe eingegeben. GréBere Hefemengen fiir die Herstellung der Mazerations- 
sifte wurden auf Nutschen abgesaugt. Die Ausbeute betrug etwa 110 ¢ 
abgespreite Hefe, entsprechend 54g Trockenhefe aus 8 Liter Wiirze. Auch 
bei kleineren Fliissigkeitsmengen warde in durchliifteter Bierwiirzekultur 
stets pro Liter 6 bis 6,5 g¢ Hefetrockengewicht, entsprechend etwa 13 ¢ 
Frischgewicht, erhalten. 


b) Atmungs- und Gdrungsmessung. 


Atmung und Géarung wurden nach den manometrischen Methoden 
von O. Warburg* gemessen, wobei ich in der Ausfiihrung und Berechnung 
der Versuche der Arbeit O. Meyerhofs: ,,.Uber den EinfluB des Sauerstoffs 
auf die alkoholische Gérung der Hefe‘** folgte, auf die dafiir verwiesen sei. 
Fiir die Messung der Garung in Sauerstoff wurden zwei GefaBe mit Einsatz 
und sackférmigem Anhang mit der gleichen Menge Hefesuspension be- 
schickt und mit reinem Sauerstoff gefiillt. In dem einen wurden sowohl 
in den Einsatz wie den Anhang je 0,2 com KOH gegeben, und so allein der 
Sauerstoff gemessen; im anderen blieb beides leer, so daB das CO, in den 
Gasraum tibertritt. Aus der Differenz der auftretenden Drucke in beiden 
Manometern ergibt sich die gebildete Kohlenséiure und nach Abzug der 


? Auch fiir verschiedene Herrn Meyerhof gegebene Ratschlaige beziiglich 
der Ziichtung des Saccharomyces Ludwigii sind wir den Herren Dr. Haehn 
und Dr. Glaubitz zu Dank verpflichtet. 

* Zusammenfassung ,,Stoffwechsel der Tumoren‘. Springer, 1926. 

* Diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 
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Atmungskohlensaure (r. Q. = 1) die Garungskohlenséure. Die anaerohe 
Garung wird in N,-CO, gemessen, der durch Uberleiten iiber gliithendes (y 
von O,-Spuren befreit wurde. Da als Suspensionsfliissigkeit meist 1,5 °, iv« 
KH, PO,-Lésung diente, wird Kohlenséure nicht retiniert. In ganz geringem 
Umfang geschieht dies, wenn die Garung in Bierwiirze (pq 4,6) bestimmt 
wird. Die retinierte Menge erhielt man durch Anséuern der Lésung vor 
und nach dem Versuch mit 0,2 ccm n HCl auf 2cem. Bei der Garung i 
genuinem oder schwach verdiinntem Mazerationssaft ist die Retention 
gréBer, auBerdem kommt es aber durch Phosphatveresterung zu einer 
Aziditatszunahme!, durch die CO, aus der Lésung ausgetrieben wir! 
Auch diese beiden einander entgegengesetzten Fehler der direkten man 

metrischen Messung lassen sich korrigieren, wenn man dureh Anséuern 
vor und nach dem Versuch den Gehalt der Lésung an CO, bestimmt. Dies 
geschah in denjenigen Fallen, wo es auf die genaue Berechnung der gesamten 
gebildeten Kohlenséure ankam. Bei relativen Messungen des Umsatzes 
und des Zeitverlaufs der CO,-Bildung konnte die Bestimmung der Korrek- 
turen unterbleiben, da sie nur etwa 5°, der gesamten gemessenen Kollen- 
siure ausmachen. Die Temperatur fiir die manometrischen Versuche 
betrug meist 20°, in den Versuchen mit Mazerationssaft 28°. 


c) Chemische Bestimmungen. 


Als Dioxyaceton diente das Oxantin der Héchster Farbwerke. Das 
selbe ist zwar um einige Prozent unrein, und besonders altere Priiparate 
enthalten viel Siure. Dieselben wurden verworten. Nach dem Gefrierpunkt 
in wasseriger Lésung wird es nach kurzem Stehen in Lésung monomolekular 
Der Schwund des Dioxyacetons bei der Géirung wurde mit der vorziiglichen 
volumetrischen Methode von Campbell® bestimmt. Diese sowie eine zweite 
kolorimetrische Methode (die jedoch weniger genau ist) des gleichen Autors 
beruhen auf der Fahigkeit des Dioxyacetons, Phosphormolybdansiure 
im kochenden Wasserbad zu Molybdanblau zu reduzieren. Das gebildete 
Molybdainblau wird durch n/100 KMnO, zu Molybdansiiure reoxydiert. 
l,l4cecm n/100 KMnO, entsprechen hierbei 0,2 mg Dioxyaceton. Diese 
Methode lieB sich ebenso auf die Suspensionslésung von lebender Hefe 
(nach Zentrifugieren) wie auf das Trichloressigséurefiltrat von Mazerations- 
saft fehlerlos anwenden. Ich benutzte eine Mikrobiirette von 2cem. Di 
za bestimmende Menge Dioxyaceton betrug 0,1 bis 0,3 mg in 2 cem Lésung. 
Dafiir wurde das Trichloressigséurefiltrat entsprechend verdiinnt. Bei 
der Titration wurde zur Beschleunigung der Oxydation eine 4n H,S0,- 
Lésung (2 ccm) benutzt, die 10% MnS0O, enthielt, und das Ganze aut 
25 ccm verdiinnt. 

Die Veresterung des Phosphats im Mazerationssaft wurde mittels 
der kolorimetrischen Methode von Fiske und Subbarow® nach der im hiesigen 
Laboratorium. iiblichen Weise bestimmt‘’. Das Trichloressigséurefilt rat 
des Mazerationssafts wurde meist durch Zugabe geringer Mengen Kaolin 
geklart und dann nach etwa fiinffacher Verdiinnung (40fache Verdiinnung 
des Mazerationssafts) zur kolorimetrischen Bestimmung benutzt. Wo eine 


1 O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
2 Journ. of biol. Chem. 67, 59, 1926. 


* Ebendaselbst 66, 375, 1925. 
* K. Lohmann und L. Jendraasik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
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\vusfallung und Isolierung der gebildeten Phosphorsdureester vorgenommen 
wurde, geschah sie nach den Angaben von Lohmann’. 

Die Warmeténung der Dioxyacetonvergairung durch lebende Ludwigii- 
hefe wurde kalorimetrisch mit der in diesem Laboratorium verwandten 
Methodik bei 20° gemessen*®. Die Messungen wurden von Herrn Meyerhof 
ausgefiihrt. 


I. Versuche an lebender Hefe. 


Um Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, ob die Vergirung des 
Dioxyacetons auf dem Wege iiber Zucker erfolgt oder umgekehrt 
diese Triose auf dem Abbauwege des Zuckers liegt, wurden vor allem 
zwei Fragen untersucht: 

1. Ist das Verhaltnis der GarungsgréBe des Dioxyacetons zu der 
des Zuckers in der Ludwigiihefe konstant oder nicht? Und laBt sich 
dann die Gargeschwindigkeit der Triose iiber die des Traubenzuckers 
steigern? Falls dieses der Fall sein sollte, war zu folgern, daB es zu 
seiner Vergarung nicht erst in Zucker verwandelt wird, sondern den 
Anforderungen entspricht, die an ein Intermediarprodukt der Zucker- 
spaltung zu stellen sind; umgekehrt dagegen, falls ein fester Grenzwert 
erreicht wird, der unterhalb der Zuckergargeschwindigkeit liegt. 

2. Hat die Sauerstoffatmung auf die Vergarung des Dioxyacetons 
quantitativ denselben EinfluB wie auf die Zuckergirung ! 

Von Pasteur war bekanntlich eine hemmende Wirkung des Sauer- 
stoffs auf die Garung behauptet worden. Nachdem sich am Muskel 
ergeben hatte, daf die Milchsiurespaltung des Zuckers durch die 
Atmung riickgingig gemacht wird derart, daB die Oxydation eines 
Zuckermolekiils die Milchsiure aus drei bis sechs Zuckermolekiilen 
zu Kohlehydrat resynthetisiert*, war von O. Warburg? der gleiche 
zahlenmaBige Zusammenhang fiir die verschiedensten Warmbliiter- 
gewebe in zuckerhaltiger Lésung unter geeigneten Umstianden erhalten 
und der Zusammenhang dieser Beobachtung mit der Pasteurschen 
These erkannt worden. SchlieBlich lieB sich das gleiche fiir das Haupt- 
objekt Pasteurs, die alkoholische Hefegirung selbst, feststellen®: 
Veratmung eines Zuckermolekiils brachte die Garung von drei bis 
sechs Zuckermolekiilen zum Schwinden, und zwar unabhingig davon, 
wie groB die Atmung der Hefe in Zuckerlésung im Vergleich zur an- 
aeroben Girung war. Wenn das Dioxyaceton unmittelbar vergor und 
dies einen Teilvorgang der Zuckergirung darstellte, war kaum an- 


' K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 

? Darstellung s. Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. IV, 
Teil 10, 8S. 755 (Lieferung 158). 

’ Zusammenfassung O. Meyerhof, Ergebn. d. Physiol. 22, 328, 1923. 

4 O. Warburg, Posener und Negelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 

5 O. Meyerhof, ebendaselbst 162, 43, 1925. 
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zunehmen, daB sie im gleichen Umfang riickgingig gemacht werden 
kénnte, da die Atmung offenbar an der Dreikohlenstoffstufe des Zucker- 
zerfalls angreift und diese Stufe in Hexose revertiert!. Wenn dageyen 
Dioxyaceton vor der Vergirung zu Zucker kondensiert wiirde, so war 
umgekehrt ein gleicher Einflu8 der Atmung wie auf die Zuckergarung 
hier zu erwarten. 


Als dritte Versuchsreihe wurde die Garungswarme der Triose mit 
der des Traubenzuckers verglichen. Auch diese Messungen gestatteten 
einen SchluB dahin, ob das Dioxyaceton auf dem Abbauwege des 
Zuckers gelegen sein kiénnte, oder umgekehrt es ihm méglich wire 
sich spontan in ihn umzuwandeln. 


1. Die GdrungsgréBe des Dioxyacetons im Vergleich zum Zucker. 


a) Abhangigkeit der Gaérung von der Zuckerkonzentration 
und dem Milieu. 

Fiir Ludwigiihefe, welche stark Zucker und Dioxyaceton vergor 
wurde zunichst die Abhiangigkeit der Gargeschwindigkeit von den 
Konzentrationen bestimmt. Fiir sehr niedrige Konzentrationen wurde 
die Versuchszeit klein gewaihlt und weniger Hefe als gewéhnlich benutzt 
damit die Konzentration des Kohlehydrats sich wahrend des Versuches 
méglichst wenig andert. Der Zucker wurde erst zu Beginn der Garungs- 
messung aus dem Anhang des Troges in die Hefesuspension eingekippt 
Eine Versuchsreihe mit Traubenzucker ist in Abb. 1, Kurve 1, dar- 
gestellt. Die GirungsgréBe steigt rasch bis zu 0,05°,, und bleibt dann 
nahezu konstant. Ein ‘ahnlicher Versuch mit Dioxyaceton ist in 














0 005 O05. QW G20 40 10% 
Zr Joa 
Abb. 1. 
Gargeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Zuckerkonzentration. 
Ordinate: Koblensaure in cmm pro 10 Minuten. Abszisse: Glucosekonzentration in °/, 
Kurve I: @ —— @ Garung in reiner Glucoselésung. 
Kurve Il: * —-- x Garung in Glucoselésung + 1 °/) Dioxyacetonzusatz. 
Die senkrechten Geraden am SchluB geben die Garungsgeschwindigkeiten fiir 1 °/) Glucose 
und | °/) Dioxyaceton wieder. 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 76f., 1925. 
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Abb. 2 wiedergegeben. Wenn nun die Garung des Dioxyacetons ein 
von der Zuckergirung unabhangiger Vorgang sein wiirde oder auch 
ein TeilprozeB derselben, so kénnte man annehmen, da die in Trauben- 
zucker erreichte Maximalgeschwindigkeit durch Dioxyacetonzusatz 


"n asaaees EEE —_ 











Abb. 2. 
Gargeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Dioxyacetonkonzentration 
Ordinate: Kohlensaiure in cmm pro 10 Minuten. Abszisse: °/, Dioxyaceton. 
Die senkrechte Gerade am Schlu8 gibt den Wert fiir 0,5°/9, d.h.den Maximalwert der 
Girungsgeschwindigkeit von Dioxyaceton an. 


noch weiter erhéht werden kénnte. Wenn aber das Dioxyaceton nur 
nach Umwandlung in Traubenzucker vergoren werden kann, so kann 
offenbar dadurch die Maximalgeschwindigkeit nicht erhéht werden, 
weil sie durch die vorhandene Fermentmenge bestimmt wird und das 
Ferment durch Zucker vollstandig besetzt ist. Dagegen miibte die 
Gargeschwindigkeit fiir niedrigere Zuckerkonzentrationen als 0,05 °, 
durch Zugabe von Dioxyaceton auf den maximalen Wert gesteigert 
werden, indem dieses den freien Fermentanteil in Beschlag nimmt. 
Dies letztere ist genau dasjenige, was wirklich geschieht. Es geht 
dies deutlich hervor aus Abb.1, Kurve II, die die GarungsgréBen unter 
dem kombinierten Zusatz wechselnder Konzentrationen Zucker und 
1°, Dioxyaceton zeigt. Auch bei Zusatz einer beliebig hohen Dioxy- 
acetonkonzentration steigt die Gargeschwindigkeit niemals tiber das 
Maximum derjenigen von Zucker allein. 

Fiir frisch geziichtete Hefe ist bei bestimmter Temperatur die 
Garungsgr6Be in Phosphatlésung relativ gut konstant, allerdings bis 
zu einem gewissen Grade von der Art der zur Ziichtung benutzten 
Bierwiirze abhingig. Mi8t man die Girung direkt in Bierwiirze oder 
Hefewasser, und zwar in kurzen Zeiten, in denen ein Wachstums- 
einfluB nicht in Betracht kommt (15 Minuten), so findet man die an- 
arobe Gairung um etwa 100°, gegeniiber derjenigen in Phosphat- 
lisung gesteigert!. Dieser EinfluB des organischen Milieus fehlt dagegen 
fast vollstandig in Gegenwart von Dioxyaceton. Auch dieses ist ver- 
stindlich unter der Annahme, daB das Dioxyaceton fiir seine Vergarung 


‘vw. Euler und Myrbdck bezeichnen den hier wirksamen Aktivator 
als ,,Biokatalysator Z.‘‘. Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 297, 1924; 176, 
258, 1928. 
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in Hexose verwandelt werden mub. Die Steigerung der Garung mui! 
auf eine Aktivierung des Ferments bezogen werden, so dab dieses jetzt 
mehr Zucker in der Zeiteinheit umsetzen kann als sonst. Bleibt nun 
aber die Umwandlungsgeschwindigkeit des Dioxyacetons konstant 
so niitzt die Aktivierung nichts, weil die Gargeschwindigkeit durch 
diese Umwandlung kontrolliert wird. 

Man sieht dies aus den beiden Versuchen in Tabelle I, wobei im 
ersten Falle die Vergirung des Dioxyacetons 35°,, im zweiten 7) 
der Traubenzuckergirung in Phosphatlésung ausmachte. 


Tabelle 1. 


No . . ° ° 
cd, (28°) in verschiedenen Medien 





2°» Traubenzucker 2 %o9 Dioxyaceton 
Nr Datum ; ce aS 9 
— Bierwirze Hefewasser — Hetewasser 
5. X. 186 328 316 68.4 82 
2 12. X. 221 606 518 143 167 


VYco, Dioxyaceton 


b) Das Garungsverhaltnis (G:D/T) 


Vco, Traubenzucker 

Das Garungsverhaltnis G: D/T ist in der Ludwigiihefe keineswegs 
konstant, sondern von den Ziichtungsbedingungen abhangig, und zwar 
sind zwei Faktoren dabei mabgebend: 

' 

i. Haufige Uberimpfung in kurzen Zeitriumen in neue Nab: 
lisung steigert das Verhiltnis bis zu einem Grenzwert, der dann bei 
fortgesetzter Ziichtung unter gleichen Bedingungen ziemlich konstant 
bleibt. 

2. Die Art der Nahrlésung bestimmt, welcher Grenzwert hierbe 
erreicht wird. Dabei wurden besonders zwei Medien von mir gepriift 
1. Bierwiirze unter Zusatz von Glucose; 2. Hefewasser mit Zusatz 
entweder von Glucose oder Dioxyaceton. Im Fall | ist die Art cer 
Bierwiirze von Bedeutung. So wurde mit einer lange Zeit benutzten 
Braunbierwiirze ein konstanter Grenzwert von 0,35 erreicht. Als dann 
aber eine neue Wiirze der gleichen Brauerei fiir die Weiterziichtung 
diente, wurde der auch in einer Reihe friiherer Zuchtversuche gefunden 
Grenzwert von 0,70 erzielt (s. Abb. 4, Kurve e—-e). Der Wert von 
etwa 0,70 wurde bei dieser Ziichtungsart niemals iiberschritten. Anders 
liegt es bei der Ziichtung in Hefewasser. Die Ausbeuten an Hefe pr 
Liter Fliissigkeit sind in Hefewasser viel kleiner als in Bierwiirze, und 
zwar in Dioxyaceton-Hefewasser noch erheblich kleiner als in Hefe 
wasser mit Traubenzucker. Im iibrigen unterscheidet sich Hefewasse 
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mit Traubenzucker nicht sehr von Bierwiirze. Auch hier erreicht man 
een konstanten Grenzwert von etwa 0.7. Dagegen steigt G: D/T in 
Hefewasser + Dioxyaceton nach mehreren Ziichtungen auf genau | 
und bleibt dann auf dieser Héhe. Hierbei ist aber nicht nur die Hefe- 
ausbeute nach mehreren Ziichtungen sehr klein geworden, sondern 
die GarungsgréBe selbst (Qgo,) ist gegeniiber Dioxyaceton nicht 
groBer als in Bierwiirze oder Zuckerhefewasser, und die Zunahme des 
Garungsverhaltnisses wird nur dadurch erreicht, daB der Qoo,-Wert 
von Traubenzucker niedrig bléibt oder sogar noch wihrend der Ziichtung 
absinkt. 

Die Deutung dieser Beobachtungen scheint klar. Dab der Grenzwert 
G: D/T im hoéchsten Falle 1,0 ist, spricht deutlich dafiir, dab das Dioxy- 
aeton auf dem Wege iiber Zucker vergirt. Der Umwandlungsfaktor ist 


Ne 
K Ca, 
120 ~~ ~~ —- . 
Glakose I 
110} AN Meets Abb. 3. 
100} —— Girungsgr6Ben bei wiederholter Umziichtung in 


traubenzuckerhaltiger Bierwiirze. 


Auf der Abszisse ist die Nummer der aufeinander 
folgenden Ziichtungen von je 24 Stunden angegeben. 






T Ordinate : ea. und OQ (Oxydationsquotient der 


60| : 2 
Dioxyaceton Garung in Dioxyaceton). 
50 - 
Kurve I: s—a oes. (20°) von Glucose. 


» Kurve Il: @e—,@ QN2 (20°) von Dioxyaceton. 
aia CO, 
(Dio) Kurve Ill: ©——¢) 0 @ (Oxydationsquotient des 
Diox yacetons) 
(A a Ae ae ae i 
LZiichtung 


aber in alter und schlechter wachsender Hefe nur in geringer Menge vor- 
handen. Wenn durch wiederholte Umziichtungen in kurzen Zeitriumen 
das Wachstum und die Girkraft der Hefe steigen, so vermehrt sich 
der Umwandlungsfaktor relativ noch stirker. Man erhalt dann bei 20° 
ein Qeo, (Dioxyaceton) von 70 bis 100, bei 28° von 140, wahrend Qoo, 
(Glucose) bei 20° 110 bis 150, bei 28° 180 bis 250 betragt. Anders in 
Dioxyaceton-Hefewasser. Hier kommt es offenbar zu Schwund an 
Zymase in der Hefe infolge verringerten Garumsatzes, wodurch die 
Zuckergirung so stark nachlaBt, daB die Geschwindigkeit der Um- 
wandlung schlieBlich mit ihr Schritt halten kann, da bei der Dioxy- 
wetonziichtung der Umwandlungsfaktor in seiner Menge erhalten 
bleibt. Infolgedessen sinkt die Zuckergarung auf die Grébe der auch 
sonst erreichten Dioxyacetongirung herab. Qo, ist dann sowohl fiir 
Glucose als fiir Dioxyaceton bei 20° etwa 90, bei 28° 140. Die Anderung 
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des Garungsverhialtnisses ist nicht auf eine vermehrte Durchlassigk «i: 
der Zellwand fiir die Triose zu beziehen. Denn die Vergirung (es 
Dioxyacetons im Mazerationssaft spiegelt genau diejenige in der lebenden 
Hefe wieder, aus der der Saft gewonnen wurde. 

Das Gesagte ist an einigen Beispielen und Kurven erlautert. Der 
Verlauf der Ziichtungskurven, Abb.3 und 4, ist typisch. Wenn es 
nicht in allen Ziichtungsserien gelang, diese Kurven zu reproduzieren 
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Tabelle II. 
Garverhaltnis (Dioxyaceton: Traubenzucker G:D/T) bei wicderholte: 
Ziichtung des Saccharomyces Ludwigii in traubenzuckerhaltiger Bierwiirz: 
(3°, Traubenzucker.) 








A. Zuchtversuch (Abb. 3), Garungsgrébe B. Zuchtversuch (Abb. 4), GarungsgréBe 
bei 20° gemessen bei 2&° gemessen 
Se N =: No 
. § rs. Vcd, . & rs... cd, 
St) og [338s al ee 8 seas - 
as| 2 (|8625\ 2 | 28) - 1 46) & |seeel 2 BE 
Ne) 9 |gu8e) 3 (se) ° ] Se] © gute) 3 cg SC 
N 28 o& |Qs N 3c e Os 
Aus’ 93.X1. (4,1) | (23,2) (9,6) read 
gang gang 
Me & 3 3,1 (103 (13,6 0,14 lL} &xX. 
st we 49 117 48 041 Ii, | 4X. 3,2 196 1,8 
il.| 61 43 /102 (61 (0,60) IT. 5.X. 53 186 | 68 9 035 
FY. we — _ - — ce. | Ge 53 170; 59 | 0,35 
V. 8. 1. 5,7 107 (67 ~~ 0,64 V. 8 X.* (5,4) (144) (45) (0,31 
VI; OXL. 5,9 107 |67 064] VI.| 9.X.|; 60 | 198 | 70 | 0,35 
vil. 10.1. 5.7 110 |70 0,64] VIL | 10.X. 5,1 190 | 56 03 
VITI.F) 11. X. 44 228 123 | 0.54 
IX. 12.X./| 43 | 221 143 0,65 
1 ee ee 53 211 141 = 0,67 





* Zwei Tage durchliftet + Neue Wiirze. 








7 





Vergirung des Dioxyacetons. 


Garverhaltnis G 


Tabelle Ill. 


:D/T bei Ziichtung in Hefewasser. 
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Ziichtungs- 
zah 
\. L. Versuch | Ausgangs- 
N 30 kultur 
(Qcd, 28°) 
{raubenzucker- 
Hefewasser 
la 
Ib 
Ila 
Ilb 
Illa 
IIT b 
Il. Versuch Ausgangs- 
N f 
( Qcd, 21°) “5 
lrauhenzucker- 
Hefewasser 
Ib 
lla 
IIb 
B. ILL. Versuch | Ausgangs- 
is 920 tur 
(Qcd, 28°) — 
Diox yaceton- 
Hefewasser 
Ib 
Ila 
Ib 
IIla 
IIIb 
{V. Versuch  Ausgangs- 
(Q 29°) kultur 
Diox yaceton- la 
Hefewasser 
Ib 
Ila 
IIb 


Dauer der Zuchtung 


Gut gewaschene Lud- 
wigiihefe in Wirze 
+ Zucker. Kultur 
10,0+ Warze 1, 6. X. 
bis 8. X. durchliaftet 


Ausgangskultur 5 cem 
+ 50 cem Hefewasser, 
1 Tag alt 
4 Tage alt 


Ia 5cem + 50 com 
Hefewasser, 1 Tag alt 
3 Tage alt 


IIa 5ecem + 50 com 
Hefewasser, 1 Tag alt 
2 Tage alt 


Wirzekultur 


Ausgangskultur 5 ccm 
+ 50 cem Hefewasser, 
nach 3 Tagen 


la 5,0 + 50 cem Hefe- 
wasser, nach 49 Std. 
nach 3 Tagen 


SieheHefewasserkultur 
1. Versuch 
Ausgangskultur 5 cem 
+ Hefewasser (Doa) 
59.0 cem, nach 1 Tag 


Ia 5ceem + H. Doa, 
50 cem, nach | Tag 
nach 3 Tagen 
Ila 5cem + H. Doa, 


50 cem, nach 1 Tag 


SieheHefewasserk ultur 
II. Versuch 
Ausgangskultur 5 cem 
+ H. Doa, 50 cem, 
nach 3 Tagen 


la 5cem + 50 com 
H. Doa, nach 2 Tagen 
nach 3 Tagen 


Aus 


beute 
der iiete 


g pro 


Liter 


1 


97 


No 
Yi 0, 
Glue Dioxy- 
cose aceton 
144 45 
184 72 
209 123 
224 143 
215 155 
244 172 
196 161 
90 50 
121 71 
119 68 
144 45 
172 98 
118 121 
141 135 
161 146 
9 48 
99 70 
91 90 


G:bD/T 


031 


0,39 
0,59 


0,64 


0,72 


0,71 
0,82 


0,55 


0,58 
0,57 


0,31 


1,02 
0,96 


0,91 


0,538 


0,78 
0,99 








248 K. Iwasaki: 


so lag es an einer Reihe von vornherein nicht tibersehbarer Umstan«d« 
wie die Art der Bierwiirze, die Dauer und Temperatur der Ziv 
perioden usw. Die Ziichtung geschah in allen Fallen unter Durc! 
liftung. 

In der Tabelle IT sind zwei verschiedene Ziichtungsreihen in zuck« 
haltiger Bierwiirze wiedergegeben, die unter ahnlichen Umstanden 
vorgenommen wurden. Doch wurden in der Serie A (Abb. 3) die Q-Werte 
bei 20°, in der Serie B (Abb. 4) die Q-Werte bei 28° bestimmt. In dey 
Serie A diente zum Ausgang eine sehr alte Hefekultur, deren Garungs 
gréBe auf weniger als ein Fiinftel der normalen gesunken war. Man 
sieht, daB aber schon nach einer Umziichtung in Zucker nahezu ce: 
Maximalwert erreicht wird, wihrend dieses fiir Dioxyaceton erst nach 
etwa fiinf Umziichtungen der Fall ist. Ahnlich verlief der Versuch 8 
doch wurde hier bei der achten Umziichtung eine neue Bierwiirz 
benutzt. Wahrend der G-Wert vorher schon konstant 0,35 betragen 
hatte, stieg er jetzt auf 0,70. 

Die Ziichtungsversuche in Hefewasser sind in der Tabelle 11! 
dargestellt. Man sieht, daB das Giarverhaltnis in Zucker-Hefewasse: 
0,6 bis 0,7 betragt, bei hohen Q-Werten, wahrend es in Dioxyaceton 
Hefewasser schon nach der zweiten Ziichtung | ist, die Q-Werte fiir 
Glucose jedoch niedrig bleiben. Dabei sind die Hefeausbeuten so 
gering, daB nach drei Umziichtungen eine Weiterziichtung in Diox, 
aceton-Hefewasser nicht mehr méglich war. 

Ubrigens sinkt der G-Wert wieder, wenn man abgenutschte Hefe 
mehrere Tage im Eisschrank altern laBt. Auch hier fallt der Qo o,-Wert 
fiir Glucose ziemlich stark ab, aber noch stirker der Qog,-Wert fin 


Dioxvaceton. 


. 


2. Die AtmungsgréBe und der Oxydationsquotient der Gdrung. 


Die AtmungsgréBe der Ludwigiihefe in Gegenwart von Glucos 
steigt bei den Umziichtungen der GarungsgréBe genau proportional! 
Ebenso schnell aber steigt auch die Atmung in Gegenwart von Dioxy 
aceton auf ihren maximalen Wert, also schon viel rascher als div 
Garungsgr6Be. Dabei ist der Maximalwert fiir Dioxyaceton um ein 
Drittel kleiner als fiir Zucker (bei 20° z. B. Qo, = 30, dagegen @o, 
Glucose = 45). Das Verhaltnis der AtmungsgréBen ist also im Grenz 
fall etwa dasselbe wie das Verhaltnis der GarungsgréBen. Wahrend 
aber die Atmung relativ rasch steigt, ist dies nicht der Fall mit der 
Wirkung der Atmung auf die Garung, der ,,Pasteurschen Reaktion 
Vielmehr steigt der Oxydationsquotient : 


verschwundener Garumsatz in mol. Zucker 


Oxydation in mol. Zucker 
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erst allmahlich auf seinen maximalen Wert, und zwar gleichzeitig mit 
dem Anstieg der GarungsgréBe in Dioxyaceton. Anfinglich erhilt 
man hier Quotienten unter 1, wihrend nach drei oder vier Umziich- 
tungen der Maximalwert von 4 bis 5 erreicht wird, der demjenigen der 
Ludwigiihefe in Gegenwart von Zucker und auch dem Durchschnitts- 
wert bei anderen wilden Hefen entspricht. Der Verlauf des Oxy- 
dationsquotienten ist ebenfalls auf Abb. 3 dargestellt, und ferner ist 
eine Ubersicht iiber die Versuche in der folgenden Tabelle IV gegeben 


Tabelle 1V. 
Zuchtversuch (Tabelle I] A) in Traubenzucker-Bierwiirze. Atmoungs- und 
GarungsgréBen bei 20° fiir Dioxvaceton und Traubenzucker. 





l'raubenzucker Dioxyaveton 
Zuchtungszabl Datum No 7 No + 
cd, Ve? | Go, |@ Vd, | Ve?” Go, O-@ 
Anfang 23. XII. 
(Alte Kultur) bis 4 I.) 28,2 0 4 96 26 
I. 5. LL! 108 73,9 274 321 136 7.7 236 075 
Il. 6 Li ii? 67,4 453 327 47,8 285 31,9 22 
ITT. 7 Li 54 414 346 606 219 24 44 
IV. & ° 2 - - 
2 9% IL. 107 65,3 40,7 3816 66,7 25,2 245 50 
VI. 10. TL. 107 54.2 443 369 66,7 30.2 27,1 39 
VIL. 11. IL. 110 523 442 898 698 284 257 47 
A®? 24. X. 145 85 49.9 3.36 
B 24. X. 271 159 56.8 57 
Vergleichsversuch: A Traubenzucker-Phosphat. B = Traubenzucker.Bierwiurze 
(; = Garungskohlensaure. 


Am SchluB ist noch ein Vergleich des Oxydationsquotienten in 
Traubenzucker-Phosphatlésung und Traubenzucker-Bierwiirze gegeben. 
In letzterer ist bei etwa verdoppelter anaerober Garung der Oxydations- 
quotient nahezu 6, wie bei Prebhefe. 

Wenn nach der Theorie O. Meyerho/s die hemmende Wirkung der 
Atmung auf die Garung auf eine Riickverwandlung der Intermediar- 
produkte in die Ausgangssubstanzen unter Aufwand von Oxydations- 
energie zuriickzufiihren ist, so bedeutet ein héherer Oxydationsquotient 
eine gréBere Ausnutzung dieser Energie. Bei der Dioxyacetongirung 
geschieht dies erst, wenn die GarungsgréBe tiber die Halfte der Zucker- 
girung betrigt. Dieser Zusammenhang ist zu verstehen, wenn die 
Triosegiirung auf einer Umwandlung in Hexose beruht und das durch 
die Atmung riickverwandelte Produkt ebenfalls Hexose ist. Denn 
wenn infolge Mangels an Umwandlungsfaktor die Dioxyacetongirung 
nur langsam verliuft, so muB die raschere Vergarung der resyntheti- 
sierten Hexose in Sauerstoff den Effekt der Girungshemmung zum 
gréBten Teile wieder aufheben. Diese Hemmung der Garung durch 
die Atmung kann erst hervortreten, wenn die anaerobe Gargeschwindig- 
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keit des Dioxyacetons nicht zu weit von der des Zuckers entfernt ist. |} 
direkter Vergirung des Dreikohlenstoffzuckers wire ein Einflu8 co 
Atmung auf diesen Vorgang viel schwerer verstiandlich 


3. Die Gdrungswarme des Dioxyacetons. 

Die GréBe der Garungswarme des Dioxyacetons hat ein besonderes 
Interesse, da seine Verbrennungswirme bisher nicht bekannt. ist! 
Tatsachlich ist die Garungswirme des Dioxyacetons pro Gramm ver 
gorener Substanz erheblich gréBer als die des Traubenzuckers. Es 
wurde bei den Versuchen jeweils bestimmt: der Dioxyaceton- bzw 
Glucoseschwund (titrimetrisch und polarimetrisch), die Alkoholbildung 
nach dem Mikroverfahren von Widmack in der von K. Lohmann iy 
hiesigen Laboratorium abgeanderten Form? und die gebildete Wiirme 
Der Garumsatz darf nicht allein auf den geschwundenen Zucker be 
rechnet werden, weil eine wechselnde Menge desselben assimiliert wird 
Ferner ist es fiir die GréBe der Warme von Bedeutung, ob ein Teil des 
gebildeten CO, in der Lésung verbleibt, da die Lésungswirme fiir 
2 mol. CO, 11,2 kg-Cal ausmacht, was einem betrachtlichen Teil der 
Garungswarme entspricht. Diese berechnet sich aus thermochemischen 
Daten (Zucker und Alkohol verdiinnt) zu 27,1 kg-Cal pro Mol. (mit 
Nebenreaktionen findet Rubner 24,0 kg-Cal). Bei unseren Messungen 
sollte die Kohlensaiure méglichst in den Gasraum iibertreten; zu diesem 
Zwecke wurde die Lésung vorher mit CO, gesattigt. Trotzdem ist 
es bei den relativ kurzdauernden Versuchen mdglich, daB ein geringer 
Teil der gebildeten Kohlensaure in der Flissigkeit zuriickbleibt. Anderer. 
seits ist zu beriicksichtigen, daBS von dem iibrigen verschwundenen 
Zucker auch ein gewisser Teil in Nebenreaktionen verbraucht wird 
die eine positive Warmeténung haben und damit den auf den gebildeten 
Alkohol berechneten Betrag der Garungswarme vergréSern. Ob man 
wie es hier geschieht, den gebildeten Alkohol oder die Kohlensiure 
zur Berechnung des reinen Garumsatzes benutzt, macht fiir anaerobe 
Versuche keinen wesentlichen Unterschied, da die Gay - Lussacscly 
Carungsgleichung geniigend genau erfiillt ist. 


Die Alkoholbestimmungen miissen in allen Einzelheiten gleichmabiy 
durchgefiihrt werden (Dauer der Destillation und Abkiihlung, teilweis: 
Neutralisierung der schwefelsauren Lésung usw.) und stets in dreifacher 
Zahl vorgenommen werden, da sonst erhebliche Schwankungen im Resultat 
auftreten. Die Warmeversuche wurden im Thermostaten von 20° vor 
genommen. Die Hefe wurde einmal in Phosphatlésung gewaschen und dann, 
aufgeschwemmt in Phosphat, in den Dewarkolben gefiillt. Der zuzusetzend: 


+ Durch eine miindliche Mitteilung von Herrn Professor Neuberg erfulir 
ich, daB dieselbe gegenwartig auf seine Veranlassung von Herrn Professor 
Roth und Frl. Dr. Kobel bestimmt ist. 

2? O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 48, 1925. 
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wker baw. das Dioxyaceton befand sich in 5-cem-Pipetten mit nach oben 
bogenem Auslauf im Kalorimeter und wurde nach Temperaturausgleich 
s0 Minuten) mit CO, herausgedriickt. 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle V_ wiedergegeben 
Die beiden ersten Versuche mit Zucker und Dioxyaceton sind gleich- 
zeitig in aliquoten Teilen derselben Hefesuspension angestellt. _Doch 
ist der entsprechende Versuch mit Dioxyaceton (3) nicht genau, weil 
die Hefe eine starke Selbstgarung zeigte und daher mehr Alkohol 
entstand als Dioxyaceton verschwunden war. Den absoluten Zahlen der 
Tabelle kommt eine geringere Bedeutung zu, weil dieselben, je nachdem, 
wieviel von der Kohlensaure in der Lésung verbleibt, und ferner nach 
dem Umfang der Nebenreaktionen und der C-Assimilation sich andern 
und von der thermochemischen Berechnung abweichen. Dagegen 
ergibt sich als unzweifelhaftes Resultat, dab die Girungswirme des 
Dioxyacetons pro Gramm etwa 70 bis 80 cal gréBer ist als die des 
Traubenzuckers, also etwa 14 kg-Cal pro Mol. Hexose mehr betragt. 
Eine ahnliche Differenz berechnet sich auch aus dem Totalschwund 
des Kohlehydrats in beiden Fallen, so daB die Nebenprozesse etwa den 
gleichen Anteil ausmachen 
Tabelle V. 
Garungswirme des Traubenzuckers und Dioxyacetons. 


A. Messungen. 








Am 
wel Dotum | Bene” gene Se0s,| vTeioe |Kelocon! + guZee| 4 296 ,| Alba 
r uSsSig« gepreDte , . j ’ g . 
keit fete —— anstieg gebildet Zucker apnea gebildet 
ccm Zz °C mg meg mg 
1/311 74 18 70 0588! 494 G 752 411 ~~ 149 
2) 21. 72 18 3 O551 446 G 348 4 136 
331. I 74 3,6 80’ 0497 41,7 D 718 552 95 
4} 2.11. 73 3.6 4h 0,656 538 D 342 72 114 
517.X.. 77 5,4 4" 1.038 894 ~D 4215 405 1795 
* G = Glukose, D = Dioxyaceton. 
B. Berechnung. 
Berechnete 
, » O reine 
Total paca Kalorien pro Gramm Cisse» 
N Zusat ~ verschwundene B , , acted warme 
: — Menge Menge ented vane aus 1 Mol 
schwundenen go Hexose 
mg mg Zuckers — kg-Cal 
| Glukose .. 331 292 149 169 30.5 
2 - . 344 266 130 168 30.3 
3 Diox yaceton 166 187* (251) (228) (40.1) 
4 e 270 223 198 240 43.2 
a) 381 3515 228 254 45.7 


- 


* Selbstgarung 
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Das Ergebnis dieser Messungen schlieBt wohl endgiiltig die Mégli: 
keit aus, daB die Glucose auf dem Wege iiber Dioxyaceton vergiirey 
kénnte. Denn daB im Verlauf der anaeroben Garung ein Intermedi 
produkt entstehen sollte, das eine um ein Drittel hhere Garungswiir 
als das Ausgangsprodukt besitzt, ist auBerordentlich unwahrscheinli 


Ii. Versuche mit Mazerationssaft. 
1. Gdrwirksamkeit des Mazerationssajts'. 
Frisch angefertigte Trockenhefe aus Ludwigii lieferte in der Rege! 
auBerordentlich giarwirksame Mazerationssafte, die jedoch gegeniibe: 


! Die Ziichtung der zur Herstellung des Mazerationssafts dienenc: 
Ludwigiihefe in Reinkulturen und die auBerordentliche CGarungsgréi\ 
des daraus hergestellten Mazerationssafts machten es leicht méglich, z 
der Behauptung Kost ytschews Stellung zu nehmen, wonach die Buchner sch 
Entdeckung der zellfreien Garung und alle von dieser Grundlage aus 
schaffenen Arbeiten des letzten Menschenalters ein grober, durch lebenc: 
oder halb getétete Hefezellen und Milchsiurebakterien hervorgerufen: 
Selbst bet rug sei (Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 244, 1927; 176, 46, 55, 1927 
Obgleich dieser Punkt an erster Stelle durch die klassischen Arbeite: 
Buchners und Hardens und ihrer Mitarbeiter, und weiter durch die Fort 
setzung und Ausgestaltung dieser Entdeckungen in zahlreichen biochen 
schen Laboratorien — wie auch dem unserigen geniigend geklart erscheint 
ist es gut, die Absurditaét dieser neuen Behauptung an einem besonders 
klaren Beispiel zu erweisen, da sie bei den der Gaéarungsforschung ferne: 
stehenden Chemikern offenbar Verwirrung hervorgerufen hat.  Gleic! 
zeitig soll aber dabei auch das altere.,weniger weitgehende, jedoch ebenfa||- 
unzutreffende Argument zuriickgewiesen werden, wonach nur ein ve) 
schwindender Bruchteil der Zymase aus der lebenden Zelle isolierbar, ce: 
Rest von dem lebenden Protoplasma jedoch unabtrennbar sei. Mazeration- 
sifte aus Reinzuchten von Lugwigiihefe. die nach der Mazerierung de: 
Trockenhefe in einer Zentrifuge mit 5000 Umdrehungen pro Minute zweima 
fiir je 15 Minuten zentrifugiert waren und vorsichtig aus den Zentrifuge: 
glisern abgehebert wurden, erwiesen sich als vollkommen steril. Bei Alb 
strich von einem Mazerationssaft. der nach etwa 40 Minuten vom Zufiige: 
der Zuckerlésung an die maximale Cargeschwindigkeit zeigte, auf Schrag 
rohrehen mit Bierwiirze-Agar wuchs bei wochenlangem Aufenthalt i 
Brutschrank keine einzige Hete- oder Bakterienkolonie, wahrend natiirlic! 
die Trockenhefe selbst, die zur Herstellung des Saftes gedient hatte, sofort 
ein massenhaftes Wachstum erkennen lie}. Dabei betrug die maxiral 
Gargeschwindigkeit dieses Mazerationssafts in der  Phosphatperioc 
1000 emm CO, in 5 Minuten pro Kubikzentimeter Extrakt bzw. pro 0,25 2 
Trockenhefe bei 28°. Bezogen auf das Hefe-Trockengewitht isf also Qod, 3H 


wahrend es fiir die Ausgangshefe Ludwigii in Zuckerphosphatlésung 160 wa: 
Die Gargeschwindigkeit ist also 22°, von derjenigen der Ausgangshet 
Sie lieBe sich durch genauere Bestimmung des optimalen Phosphatgeha!t- 
und geringere Verdiinnung des Mazerationssafts noch erhéhen, doch is! 
unsere Apparatur fiir derartig groBe absolute Ausschlige wenig geeigne' 
Bei alteren Arbeiten iiber die Kinetik der zellfreien Garung in Mazeratio: 





Nn 
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|noxyaceton sich sehr verschieden verhielten. Vor allem vergiarten 
die Safte das Dioxyaceton nur dann stark, wenn auch die Ausgangshefe 
sur Zeit der Herstellung des Saftes stark garwirksam gegeniiber Dioxy- 
aceton war. Lagerte diese Trockenhefe, so sank die Garfahigkeit gegen- 
iiber Zucker verhailtnismabig wenig, gegeniiber Dioxyaceton aber 
sehr stark ab. Wurde nun eine solche giarunwirksame Trockenhefe, 
die unmittelbar nach der Herstellung garwirksam gegen Dioxyaceton 
yewesen war, mit getrockneter Bierunterhefe vermischt, die fiir sich 
allein Dioxyaceton so gut wir gar nicht vergiarte, so erhielt man einen 
Mazerationssaft (,,Mischsaft*), der Dioxyaceton ebenso stark oder 
sogar noch etwas starker vergor als der Saft aus der frisch hergestellten 
Ludwigiitrockenhefe. Auch die Zumischung einer gewissen Menge 
Biertrockenhefe zur frisch bereiteten Ludwigiitrockenhefe steigerte 
die Girwirksamkeit des Mazerationssaftes gegeniiber der Triose. Bei 
diesem EinfluB handelt es sich um die Herauslisung des Faktors aus 
der Ludwigiizelle, der die Umwandlung des Dioxyacetons in die gir 
fahige Form bewirkt, nicht um eine Stimulierung im Safte selbst 
Denn die Mischung der fertig hergestellten Mazerationssifte fiihrt 
unter gleichen Umstanden zu keiner Vergarung des Dioxyacetons 
Auch ergibt sich bei Anderung des Verhiltnisses der beiden Hefen in 
der Mischung, da®8 das wirksame Prinzip nur in der Ludwigiihefe in 
yriBerer Menge vorhanden ist. Mischungen im Verhiltnis 8 Teile 
Ludwigiihefe zu 2 Teilen Brauereihefe und 7 Teile Ludwigiihefe zu 
3 Teilen Brauereihefe ergeben in der Regel, wie unten Abb. 6 zeigt, 
die maximale Geschwindigkeit. Bei dem Verhaltnis 5 Teile Ludwigiihefe 
zu 5 Teilen Brauereihefe ist die Geschwindigkeit geringer, beim Ver- 
haltnis 3 Teile Ludwigiihefe zu 7 Teilen Brauereihefe noch mehr 
Andererseits ist aber auch das Verhaltnis 9 Teile Ludwigiihefe zu 1 Teil 
Brauereihefe noch unzureichend. Bei der Vergarung mit Zucker besteht 
nicht immer, aber gelegentlich, ein ahnliches Verhalten, wie es Abb. 5 


siften aus Miinchener Brauerei-Unterhefe (O. Meyerhoj, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 102, 185, 1918) wurde bei 25° eine maximale Gargeschwindigkeit 
von 800 bis 1100emm CQO, in 5 Minuten pro Kubikzentimeter Extrakt 
erreicht. Da der Qd3,-Wert der Miinchener Brauereihefe fiir 25° wohl 
250 in Zucker-Phosphailésung betragen wird, sind dieses 15 bis 20°, der 
Gargeschwindigkeit der Ausgangshefe. Nach Harden ( Alcoholic Fermentation, 
3. Aufl., S. 142) lassen sich mit PreBsiften aus englischer Oberhefe Ge- 
schwindigkeiten von 30 bis 50°, der Ausgangshefen in der Phosphat- 
periode erreichen. Durch Zugabe geringer Mengen Arseniats lat sich diese 
CGargeschwindigkeit fiir 2 bis 3 Stunden aufrecht erhalten. Der Garverlauf 
in gut wirksamem Mazerationssaft ist also zwar durch die Entfernung der 
Struktur in seiner Kinetik weitgehend geandert, die Gargeschwindigkeit aber 
in der GréBenordnung gegeniiber lebender Hefe nicht so wesentlich ver- 
ringert. Anmerkung von O. Meyerhof. 
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mit der gleichen Trockenhefe zeigt. Das ist aber offenbar nur da 
der Fall, wenn die Hefen eine langere Induktionsperiode zeigen oder 
spontan iiberhaupt nicht angaren. (Diese Versuche wurden ohne Zusaty 






CQ, in com pro Stunde und pro ccm Soft 


a Ww 60 8 10 C 
Abb. 5. 

Gargeschwindigkeit der Phosphatperiode in Mischsaften von Ludwigiie und Hochschulbraucrei 

hefe. Giarung von Glucose. (Temperatur 28°), 
Ordinate: Kohlensaure in cmm pro Stunde und ccm Saft. Abszisse: Zeit in Minuten. 
Mischung der Trockenhefe aus verschiedenen Teilen Ludwigiihefe L und Brauereihefe & 
ic © WL, OB. e—e 9L, 1B. e@—e 8L, 2B (ebenso 5L, 5B). 
O— 1L, 9B —L() OL, 10B. 





0 20’ 40" 60" 0" 00" a 
Abb. 6. 
Garungsgeschwindigkeit von Dioxyaceton in Mischsaften aus Ludwigiis und Brauereihefe 
Bezeichnung der Ordinate und Abszisse wie in der vorigen Figur. 
Mischung der Trockenhefe aus verschicdenen Teilen Ludwigii-l. und Bravereihefe B. 
O—O IL, OB. —*s 9L,1B e—e 8L, 28. 4—a 5L, 5B. 
x—x3L7B. O—dC IL, OB. ) ) OL, 10B. 











von Hexosephosphat gemacht.) Jedoch ist bei der Vergirung von 
Zucker das Verhaltnis der beiden Hefen anders, z. B. in dem Versuch 
von Abb. 5, die maximale Geschwindigkeit ebenso bei 5 Teilen Ludwigii 
hefe zu 5 Teilen Brauereihefe wie bei 8 Teilen Ludwigiihefe zu 2 Teilen 
Brauereihefe erreicht. 


P| 
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GréBe der Zucker- und Dioxyacetongérung. 

Die Gargeschwindigkeit waihrend der Phosphatperiode andert sich 
bekanntlich rasch. Man kann hier die Induktionsperiode, den Giir- 
anstieg, das Maximum und schlieBlich den Abfall auf das konstante 
Niveau der zweiten Periode unterscheiden'. Die Kurven fiir Zucker 
und Dioxyaceton sind jedoch ganz verschieden, was sich leicht aus 
dem Garungsmechanismus erklart. Bei der Zuckergirung ist namlich 
das vorhandene Phosphat schon nach etwa 30 bis 50 Minuten total 
verestert. Die Girgeschwindigkeit fallt dann steil ab und wird bei 
ZuckeriiberschuB auf einem tieferen Niveau konstant, entsprechend 
der Aufspaltung der Hexosediphosphorsiure. Dagegen bleibt bei der 
Dioxyacetongirung, solange noch Triose vorhanden ist, die Gar- 
geschwindigkeit unverandert hoch und kann in der spiiteren Zeit sogar 
die Zuckergargeschwindigkeit iibertreffen. Das liegt daran, daB sich 
hier entsprechend der langsameren Garung auch das Hexosediphosphat 
langsamer anhauft. Wahrend die Zuckergarung in der zweiten Periode 
aus Mangel an anorganischem Phosphat ausschlieBlich durch die Auf- 
spaltungsgeschwindigkeit des Esters beherrscht wird, ist bei der Triosen- 
girung dauernd anorganisches Phosphat in geniigender Menge vor- 
handen, so da die Garung spiterhin aus zwei Quellen stammt: 1. der 
Vergarung der Triose selbst und 2. der Vergarung der Hexosediphosphor- 
siure bzw. des aus ihr abgespaltenen Zuckers. Da 1. rascher geht als 2., 
hiuft sich noch Ester an, und infolgedessen wiirde in einem ferneren 
Zeitpunkt auch hier alles Phosphat gebunden sein. Danach wiirde 
dann auch ein Geschwindigkeitsabfali auf das Niveau der zweiten 
Periode eintreten miissen; ein solcher Versuch wiirde sich aber nur 
durch mehrfache Zugabe von Dioxyaceton durchfiihren lassen, da 
hohere Konzentrationen als 2 °,, die Garung bereits betrachtlich hemmen. 
2°, Dioxyaceton sind aber in doppelt verdiinntem Mazerationssaft 
bereits vergoren, wenn nur die Halfte bis zwei Drittel des vorhandenen 
Phosphats verschwunden sind. 

Die Abhangigkeit der Gargeschwindigkeit von der Dioxyaceton- 
konzentration ergibt sich aus der folgenden Abb.7. Das steile 
Absinken der Geschwindigkeit ist in jedem Falle auf die totale 
Vergirung des vorhandenen Dioxyacetons zuriickzufiihren, wahrend 
das langsamere Absinken nach Erreichung des Maximums wohl 
mit der Verschlechterung des Girvermégens zusammenhingt. In 
dem Versuche Abb.7 verhalten sich die maximalen Geschwindig- 
keiten von 1,3:2,6:5,2°, Dioxyaceton wie 280: 230: 100; in 


schwacher wirksamem Saft kann bei 5°, Dioxyaceton schon eine 


1 Vgl. O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185, 1918. 
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fast komplette Hemmung eintreten. Kippt man nach Verbraic| 
von 3°, Dioxyvaceton eine gleiche Menge neu in den Maceratioy)s | 
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Abb. 7. 
Gargeschwindigkeit mit verschiedenen Dioxyacetonkonzentrationen. 
Ordinate: Kohlensaéure in cmm pro 10 Minuten. Abszisse: Zeit in Minuten. 
Kurve I: O 1,3°/9 Dioxyaceton. Kurve II: ©O—O 2,6 °/5 Dioxyaceton 
Kurve Ill: @——@ 5,2°/) Dioxyaceton. 
saft ein, so steigt die GarungsgréBe wieder betrichtlich an, wenn 
auch nicht genau auf ihren urspriinglichen Wert. 
' 
2. Die Phosphatveresterung in Zusammenhang mit der Gdrung. 
Wie erwahnt, ist bereits von Lebedew Bildung von Hexos 
diphosphorsiure bei der Vergirung des Dioxyacetons beobachtet und 
von Harden und Young bestatigt worden. Die englischen Autore: 
fanden, daB im Mazerationssaft aus Miinchener Brauereitrockenhef: 
(Schroder) Dioxyaceton mit einer Geschwindigkeit von etwa 4°,, der 
Anfangsgirgeschwindigkeit der Glucose vergor. Dabei wurden in Ve 
Verlauf von 9 Stunden in 20 ccm Mazerationssaft etwa 32 mg P,0 ist 
verestert. Die langsame Vergirung und Veresterung gestattete jedoc! Ph 
keine Aussage iiber den zeitlichen Zusammenhang beider Vor 
giinge. ph 
In einer Reihe von Versuchen bestimmte ich gleichzeitig de det 
Dioxyacetonschwund, die Kohlensaiurebildung und die Phosphat hat 
veresterung. Dabei ergibt sich, daB die Veresterung sofort mit «: die 
Vergirung des Dioxyacetons einsetzt. Berechnet man die Umsatz dui 


gréBen in Mol., so sieht man, dab besonders im weiteren Verlauf «i nic 











Vergaérung des Dioxyacetons. 257 


Summe: gebildete Kohlensaure + veresterte Phosphorsiure nahezu 
gieich ist dem verschwundenen Dioxyaceton, wie es der Gleichung 
4 C,H,O, + 2 H,PO, 

2 CO, + 2 C,H,OH + 1 C,H,,0,(P0,H,), + 2 H,O 
entsprechen wiirde. Dies ergibt sich auch sehr schén aus den beifolgenden 
Abb. 8 und 10. Eine Zusammenstellung der Versuche s. in Tabelle VI. 

Im Anfang tiberwiegt im allgemeinen aber der molare Dioxyaceton- 
schwund deutlich die Summe Mol. CO, + H,PO,. Da nun die Garungs- 
gleichung, nach der Kohlensaiure und Alkohol in aquimolekularem 


a 








OM: 
S Gu Abb. 8. 
a Dioxyacetonschwund, Vergarung und 
> 270} Veresterung im Mazerationssaft. 
S Ordinate: Millimol Umsatz; nach oben 
= 5% vom Nullpunkt: Schwund des Dioxy- 
acetons und Kohlensaurebildung; nach 
006 unten: Phosphatveresterung. Abszisse: 
} Zeit in Minuten. 
04+ Kurve 1: ©——© Dioxyacetonschwund. 
i » Se x Kohlensaurebildung 
~ I: @——e@ Phosphatveresterung 





Die senkrechten gestrichelten Geraden 


a geben die iquivalenten Mengen ver 
esterten Dioxyacetons und veresterten 
Ge; Psosphats an. Die horizontalen Pteile 
mist am oberen und unteren Ende der Ordi- 
Sao nate entsprechen dem am Anfang vor- 
& 4 j handenen Dioxyaceton und anorganischen 
—— Phosphat. 
3406 / _ 
wt 
= 
> 40, 





0 2 W@W & 8 to 


Verhaltnis entstehen, fiir das Dioxyaceton geniigend genau erfiillt 
ist, besagt dies, daB zunichst mehr als | Mol. Dioxyaceton auf 1 Mol. 
Phosphorsaure entfallt, entsprechend der Bildung von Hexosemono- 
Mol. verestertes Dioxvaceton 
phosphorséure. Die Proportion : ist in 
mul. verestertes Phosphat 
der letzten Spalte der Tabelle VI angegeben. Auber in Versuch 2a und b 
hat der Quotient eine gegen | sinkende Tendenz. Dabei ist allerdings 
die nicht ganz zutreffende Annahme gemacht, daB kein Dioxyaceton 
durch weitere Nebenreaktionen verschwindet. In Wirklichkeit ist 
nicht ganz so viel Hexosemonophosphorsiure entstanden, wie sich 
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Tabelle V1. 


Phosphatveresterung bei der Dioxyacetongaérung. Versuchstemperatur \'s 
Je 0.4cem Mazerationssaft + 0,4cem Zusitze. 





= c = ( 
= «3 2 t 
=- © . 
F i § =§ M4 rm cf & $ S s 
S ry 3 cz 2 2 Ees os 2 Sa 
2 BY - £4 3 re Se) 2 2 ™ S \ 
2 z - ¥ 2 - _ - v c . 
mi Bi gi & | Bi =~ tant ec ilak 18h 
© 3 = " c — ~ s x2 o = cic z 
a 5 ~ = OU ‘o = Pa e =» 
wh ob ae aoe," | @ | 33 ' 
a % Qa yg o & 
% Min. mg Millimol cmm _  Millimol 2 mg Millimol > I 
\ 
la 13 6 10,66 6,81 
40 4,07 0,073 811 0,037 0,087 4,54 0.0815 1,15 . 
90 127 0104 1281 0.058 0,046 338 0,0406 1,15 | 
lb 2.6 0 21,30 6.51 n 
49 15,90 0,060 637 0,029 0,031 5.09 0,924 13 si 
199 218 0.211 2957 0,135 0,076 | 168 0,071 17 d 
le 52 O 411 6,81 F 
40 40,1 0.011 290 0,009 0,002 638 0,006 
190 325 0,096 1442 0.965 0.081 442 0.0332 0.92 d 
2a 13 0 10,72 6,81 P 
69 . 6,2 0,050 651 0,030 0,021 519 0,023 09 si 
170 114 0,106 1460 0,066 0,040 4,62 0,081 1,3 b 
2b 26 0 214 6.81 ii 
100-158 0.968 889 0,040 0,028 497 0,926 9 1,07 
170 10.3 0,123 1596 0,073 0,051 419 0,087 1,38 p 
3as1,7 0 14,02 5.93 H 
40 7.23 0,075 861 0.039 0,036 4,05 0,027) 13 8C 
7 1,60 0138 1677 0,076 0,062 256 0,048 | 13 H 
100 1,54 0,139 1885 0,086 0,053 266 0,046 1,14 - 
3b. 1,59 0 13,40 6,45 Zi 
30 «9,450,044 408) (0,0186, 0,0254 525 0.9172 1,48 : 
70 = 4.27 «0,115 | 1208 0.9547} 0.0603 3,82 0,0862 1,67 hi 
120 1.41 0,133 1885 0.0857) 0.0473 345 0,0520 0.91 el 
180 1,36 0,134 | 2115 0,9962)| 0,0378 2,72 0,0384 0,99 . 
aus der Proportion berechnen wiirde, aber doch muB die Abweichung da 
von der Aquimolekularitat wie auch das folgende ergibt zur = 
Hauptsache auf Bildung von Monophosphat! bezogen werden. H 
wi 
1 Das titrimetrisch bestimmte Dioxyaceton verschwindet niemals vollix ; de 
wenn auch die Garung schon zum Stillstand gekommen ist. Dies lieg 
offenbar daran, daB die Bestimmungsmethode des Dioxyacetons nicht s 
spezifisch ist und da® noch andere, saure Molybdinphosphorséure red 
zierende Verbindungen vorliegen (entsprechend etwa 10°, des vorhandene K. 
Dioxyacetons). Diese diirften hauptsichlich schon in den unreinen Oxant: 
praparaten enthalten sein, vielleicht auch teilweise bei der Garung 1 Lis 
entstehen. Hierdurch wird aber kein wesentlicher Fehler in der Rechnun: 
23 


hervorgerufen, da der Dioxyacetonschwund stets aus Differenzbest immune 


ermittelt wird. 
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Verestertes tin 
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Bei einer direkten Vergirung des Dioxyacetons wire die gleich- 
~itige Bildung von Hexoseestern unverstindlich; anders, wenn man 
eine Kondensation zu Hexose vor der Vergirung annimmt. Nach 
den Harden-Youngschen Gleichungen tritt bekanntlich unter durch- 
schnittlichen Verhaltnissen in der ersten Girungsphase fiir 1 Mol. 
vergorenen Zucker etwa | Mol. Hexosediphosphorsiure auf. Daneben 
findet sich eine gewisse Menge von Robisonscher Hexosemonophosphor- 
siure. Auf Grund von Versuchen an enzymhaltigem Muskelextrakt 
wie am Hefemazerationssaft tiber die Umlagerung der natiirlichen 
Hexosemonophosphorsauren in Diphosphorsiure unter gleichzeitiger 
Vergarung wurden die Harden- Y oungschen Gleichungen von O. Meyerhof 
in folgender Weise gedeutet!: Zunachst verestert der Zucker nur mit 
| Molekiil Phosphat, wobei die Robisonsche Siure oder eine ahnliche, 
noch labilere Hexosemonophosphorsaure entsteht. Von dieser lagern 
sich 2 Molekiile in Gegenwart des cofermenthaltigen Enzymgemisches 
derart um, das eins unter Freiwerden von Phosphat gespalten wird 
(in Alkohol und Kohlensiure bzw. Milchsaiure), waihrend das zweite 
das hierbei freiwerdende Phosphat anlagert und sich als Hexosedi- 
phosphorsaure stabilisiert. Diese letztere wird dann erheblich lang- 
samer vergoren, wozu es einer sehr viel geringeren Cofermentmenge 
bedarf. Diese Theorie stellt wohl die einzige experimentell begriindete 
iiber das primdre Auftreten eines phosphorylierten Intermediir- 
produkts beim Zuckerzerfall dar. Dieses Primarprodukt wire die 
Hexosemonophosphorsiure. Die Annahme ist in Einklang mit dem 
schon friihzeitig von Neuberg geltend gemachten Argument, dab die 
Harden- Youngsche Hexosediphosphorsaiure nach Art ihres Auftretens 
und ihrer Vergirbarkeit selbst kein direktes Zwischenprodukt des 
Zuckerzerfalls sein kann?. Die von O. Meyerhof gegebene Erklirung 
hat mehrfach Anklang gefunden, insbesondere hat sie sich v. Ruler zu 
eigen gemacht und die ihr zugrunde liegenden experimentellen Tat- 
sachen bestatigt®, wahrend der Autor bis dahin die Hypothese vertrat, 
da} ein Zuckermolekiil unter Abspaltung einer Dreikohlenstoffkette 
sich zu Triosemonophosphorsaure verestere, von denen sich zwei zu 
Hexosediphosphorsaure vereinigten*. Nach dieser alteren Hypothese 
wiirde also das Verhaltnis 3 C: P in den entstehenden Estern wahrend 
des Géarungsverlaufs konstant gleich | sein, wahrend es nach der neueren 


' O. Meyerhof, Naturw. 14, 1175, 1926; ferner O. Meyerhof und 
K. Lohmann, ebendaselbst 14, 1277, 1926; diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 

* Neuberg, diese Zeitschr. 108, 320, 1920; vgl. auch Neuberg und Kobel, 
Liebigs Ann. 465, 272, 1928. 

% Euler und Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 28, 1927; 167, 
236, 1927; Liebigs Ann. 464, 56, 1928; Arkiv f. Kemi 9, 49, 1928. 

* Euler, Chem. d. Enzyme 1, 3. Aufl., 336, 1925; Naturw. 18, 938, 1925. 
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von O. Meyerhof aufgestellten und von Huler akzeptierten Anna}; 
zunachst iiber | sein miiBte (im Grenzfall 2) und sich dann der 1 nabhert 
Ein besonders giinstiges Objekt zur Priifung dieser Vorstellung ist 
offenbar die Vergirung des Dioxyacetons. Hier, wenn irgendwo, miilit; 
die Triosephosphorséure als Intermediirprodukt auftreten, und das 
angegebene Verhiltnis diirfte niemals iiber 1 steigen. Das ist nun 
aber doch der Fall, und man kann darin, in Verbindung mit der Natw 
der gebildeten Ester, eine Stiitze fiir die neue Deutung der Harden 
Youngschen Gleichungen sehen. 

Eine weitere Analyse der Erscheinungen ist durch den Zusatz 
von Arseniat miglich. Nach Harden und Young erhdht dieses di 
Gargeschwindigkeit in der zweiten Garungsphase (in Konzentrationen 


500; T = j 


in cim pro 10 Min 
Sy 
—_. © 


0 
§ § 





7. 
2S 1 Pa on ee etetent 
0 2 Bs 30" 00" 120 10 
Abb. 9 
Giargeschwindigkeit des Dioxyacetons bei Zusatz von Arseniat (3 . 10-3 mol.) 
zu verschiedenen Zeiten. 
Ordinate: Kohlensiaiire in cmm pro 10 Minuten. Abszisse: Zeit in Minuten 





Kurve A: @ @ Giargeschwindigkeit ohne Zusatz. 
.  B: ©---© Arseniat zu Beginn der Garung zugegeben. 
C: x---x Arseniat nach 50 Minuten zugegeben 


Ms D: 4--=4 Arseniat nach 100 Minuten zugegcben. 
Die Extrakohlensaure, die durch Arseniatzusatz hervorgerufen wird, ist in den Fallen 8, © 
und D nahezu gleich grof und entspricht der Aufspaitung der Hexosediphosphorsaure. 


zwischen 100 und 0,1 Millimol) durch Aktivierung der Hexosediphospha 
tase. Diese Feststellung hat sich dahin prazisieren lassen, daB in allen 
Fallen, wo Arseniat die alkoholische Garung oder die Milchsaure 
bildung beschleunigt, dies auf dem Wege der rascheren Aufspaltung 
von Hexosediphosphorsaéure geschieht!. Dies gilt z. B. fiir die bi 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 188, 205ff., 1927; O. Meyerhof w 
K. Lohmann, ebendaselbst 185, 145, 1927. 
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leunigung der Vergirung des Glykogens, insbesondere aber auch 
fiir die Vergarung der Hexosemonophosphorsaure. Auberordentlich 
tark ist die Wirkung des Arseniats auf die Vergarung des Dioxy- 
acetons. Gleich nach Zusatz des Arseniats zerfallt nahezu der ganze 
angehaufte Phosphorsaureester, und es kommt zu einer Mehrbildung 
an Kohlensaure, die genau aquimolekular ist dem in diesem Zeitpunkt 
frei werdenden Phosphat, entsprechend der Aufspaltung von Hexose- 
diphosphorsaure. In Abb. 9 ist der Verlauf der Gargeschwindigkeit 
fiir drei Parallelversuche mitgeteilt. In allen war zunachst kein Arseniat 
enthalten, in Versuch B wird es sofort, in Versuch C nach 50 Minuten 
und in Versuch D nach 100 Minuten zugegeben. Die Geschwindigkeit 
steigt ganz plétzlich, und zwar so lange, wie die angehiufte Hexose- 
diphosphorsaure gespalten wird. Dann erfolgt ein steiler Abfall, weil 
jetzt sowohl der Ester wie das Dioxyaceton erschépft sind. In Abb. 10 
ist ein Ahnlicher Versuch wiedergegeben, in dem der Verlauf der Garung 
und gleichzeitig der der Phosphatveresterung und des Dioxyaceton- 
schwunds bestimmt sind. Nach etwa 120 Minuten ist das zugegebene 
Dioxyaceton bis auf einen nicht vergairbaren Rest erschépft. In dem 
Hauptversuch (ausgezogene Linie) kommt es darauf zu einer langsamen 
Wiederaufspaltung des veresterten Phosphats und einer entprechenden 
Kohlensiurebildung (Kurve 2 und 3). In einem Parallelversuch wird 
nach 120 Minuten Arseniat zugesetzt. Hier bleibt die Gargeschwindig- 
keit in ihrer urspriinglichen GréBe erhalten (la punktierte Linie) und 
genau entsprechend wird das Phosphat aufgespalten. Die senkrechten 
gestrichelten Geraden mit Pfeil <---.» stellen die sich entsprechenden 
Mengen mol. aufgespaltenen Phosphats und mol. gebildeter Kohlensaure 
dar, die genau gleich groB sind, entsprechend dem Zerfall der Hexose- 
diphosphorsaure. 

Wird das Arseniat von vornherein zum Gargemisch hinzugegeben, 
so steigt die Garung wahrend der ersten Periode auf etwa das Doppelte 
der Kontrolle und bleibt so lange, wie Dioxyaceton im Uberschu8 vor- 
handen ist, auf dieser Héhe. Diese Tatsache steht scheinbar mit dem 
Verhalten bei der Zuckergirung in Widerspruch, wo bei Phosphat- 
iiberschuB8 das Maximum der Geschwindigkeit durch Arseniat nicht 
erhéht, sondern nur linger aufrechterhalten wird. Bei genauerem 
Zusehen bietet jedoch dieses Faktum eine weitere Bestaétigung fiir 
die hier gegebene Deutung der Dioxyacetonvergarung. In _ beiden 
Fallen beruht die Arseniatwirkung auf einer Aktivierung der Hexose- 
phosphatase, die sich aber in ganz verschiedener Weise geltend macht. 
Bei der Glucosegirung ist die Geschwindigkeit der ersten Periode, 
wo freier Zucker und freies Phosphat zur Verfiigung steht, durch die 
vorhandene Enzymmenge limitiert. Die beschleunigte Wiederauf.- 
spaltung der Hexosediphosphorsiure kann wihrenddessen gar keinen 
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EinfluB haben; erst in dem Moment, wo sonst alles Phosphat verest«rt 
ist und die Geschwindigkeit abfallt, macht sich die Arseniatwirkiny 
dadurch geltend, dafs das rascher frei werdende Phosphat sich mit 
dem iiberschiissigen Zucker verestert und dadurch die maximale (ic 
schwindigkeit aufrechterhalten bleibt. Ganz anders bei der Dioxy 
acetongarung. Die maximale Geschwindigkeit betrigt hier nur 30) 

der von Glucose im gleichen Extrakt. Die Geschwindigkeit ist offen}ar 
durch die Kondensation zu Zucker limitiert, so daB in jedem Augenblick 
nur ein Drittel des Garungsferments in Tatigkeit tritt. Kommt hier 


As_ 


a) 





910, JO 60° 90 - 720’ 150’ T80 
Abb. 10. 
Dioxyacetonumsatz mit nachtraglichem Zusatz von Arseniat. 
Ordinate: Millimol Umsatz; nach oben vom Nullpunkt Dioxyacctonschwund und Koblensaure- 
bildung; nach unten: veréstertes Phosphat. Abszisse: Zeit in Minuten. 
Kurve I: O——O Dioxyacetonschwund mit und ohne Arseniat. 





— x Kohlensaureb Idung ohne Arseniat. 
» Ila: x —--~x nach Zusatz von Arseniat, 120 Minuten nach Versuchsbegin: 
~ ltl: @——@ Phosphatveresterung ohne Arseniat. 

Ila: @-—-@ mit Arseniatzusatz 


Die horizontalen Pfeile am Anfang und Ende der Ordinate stellen das vorhandene Dioxy 
aceton und anorganische Phosphat dar. 

Die senkrechten gestrichelten Geraden geben in dem Versuch ohne Arseniatzusatz dic 
aquivalenten Mengen veresterten Dioxyacetons und veresterten Phosphats an. Die senkrechter 
Geraden rechts geven die nach Arseniatzusatz gleichzeitig gebildete Kohlensiure und ab: 
gespaltene Phosphorsiure an. Die beiden Mengen sind genau aquimolekular, so dai} nac! 
Arseniatzusatz die jetzt auftretende Koblensaure aus der Spaitung von Hexosediphosphborsaure 
stammt. Tatsichlich verschwindet nach Arseniatzusatz kein Dioxyaceton mehr, da die gesamte 
vorhandene Menge bis auf einen unvergirbaren Rest von 10°), bereits umgesetzt ist. 
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neuer Zucker hinzu, so steigt die Gargeschwindigkeit. 
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Dies ist bei 


Arseniatwirkung der Fall, indem aus der Hexosediphosphorsiure 


‘hosphat und Hexose frei werden. 


Hier kann nun die Abspaltung 


des Phosphats keinen EinfluB haben, da ja Phosphat sowieso noch in 


pro 10 Min 
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Abb. 11 


Garungsumsatz und Dioxyacetonschwund 
bei sotortigem Zusatz von Arseniat 


Ordinate: Millimol Umsatz; nach oben 
vom Nullpunkt Dioxyacetonschwund 
und Kohlensaurebildung, nach unten 
verestertes Phosphat. Abszisse: Zeit in 
Minuten 
Die horizontalen Pfeile stellen das zu 
Beginn vorhandene Dioxyaceton und 
Phosphat dar. 
Kurve 1: @——@ Kohlensaurebildung 
. H: O—© Dioxyacetonschwund 
. Wl: @——@ Phosphatveresterung 
(nahezu Null). 
Der Versuch ist mit demselben Saft und 
gleichen Mengenverhaltnissen wie Ver- 
such Abb. 8 angestellt. Die Kurve des 
Dioxyacetonschwunds stimmt in beiden 
Fallen iberein, dagegen tritt mit Arseniat, 
entsprechend dem in Abb. 8 veresterten 
Phosphat, mehr Koblensaure auf. 


Abb. 12. 
Gargeschwindigkeit des Dioxyacetons mit 
und ohne Arseniat (sotortiger Zusatz) 
Ordinate: cmm Kohlensiure pro 10 Min 

Abszisse: Zeit in Minuten 


Kurve A: @ @ Gargeschwindigkeit 
ohne Arseniat; entspricht dem Giar- 
verlauf Abb. 8. 


©) Gargeschwindigkeit 





Kurve B: © 

mit sofortigem Zusatz von Arseniat; 

entspricht dem mit dem gleichen Saft 
angestellten Versuch Abb. 11! 





geniigender Menge vorhanden ist; die frei werdende Hexose wird jedoch 
vergoren und die Girgeschwindigkeit um diesen Betrag erhéht. 

Tatsichlich sieht man aus den Abb. 11 und 12, 
selben Saft wie Abb. 8 stammen, dab die Geschwindigkeit des Dioxy- 


welche von dem- 
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acetonschwunds in Anwesenheit und Abwesenheit von Arseniat gery 
gleich ist. Die Gargeschwindigkeit wird gerade um denjenigen Bet 
erhoht, der in der arseniatfreien Kontrolle der aquimolekularen Phosp) at. 
veresterung entspricht. Der Verlauf dieser Giargeschwindigkeit a, 
den beiden Versuchen ist in Abb. 12 dargestellt. 


3. Isolierung und Identifizierung der Ester. 

Die Ergebnisse der Kinetik lassen sich durch die Isolierung der 
Ester bestiitigen. Hierfiir habe ich die Ester nach der Vorschrift von 
Lohmann abgeschieden und der Saurehydrolyse in n HCl bei 1! 
unterworfen'. Auf eine nahere chemische Untersuchung wurde ver 
zichtet, da mir in diesem Zeitpunkt bekannt wurde, daB eine solc!y 
Untersuchung im Institut von Herrn Professor Newberg bereits seit 
einiger Zeit im Gange war?. 

Die Verarbeitung sei fiir einen Versuchsansatz kurz wiedergegeben 
(5. Februar 1928.) Die Gairung von 30 ccm Mazerationssaft + 30 ccm 
3°, igen Dioxyacetons wurde nach 30 Minuten (28°) abgebrochen, nach 
dem schon nach 60 Minuten das Dioxyaceton auf Grund des Garverlaufs 
nahezu verbraucht sein mubte. Nach EnteiweiBung mit Trichloressig 
siure wurde ein abgemessener Anteil des Filtrats mit Baryt neutralisiert 
und der ausfallende Niederschlag abgetrennt (Nd. I), die Lésung mit 
demselben Volumen Alkohol versetzt zur Ausfaillung der wasser 
léslichen Bariumphosphate (Nd. II). Dieser zweite Niederschlag wurde 
in wenig Wasser gelést und nach Abscheidung des geringen unléslichen 
Anteils (Nd. Ila) nochmals mit Alkohol gefallt (Nd. I1b). Nach der 
Trocknung wurde der P-Gehhit bestimmt, und zwar das anorganische 
wie veresterte Phosphat, sowie die Aufspaltungskurven. Es ergab sich 





2 O; 

Trockengewicht ss we Mt 7 
x anorganisch verestert 
ee 1,63 125 167,5 
OEE HOO ~ 46) ata’. 0,09 0 11,2 
8 REE SP 0,64 0 32.8 


Die Saurehydrolyse wurde nach der Vorschrift von Lohmann in 
l a 
n HCl bei 100° ausgefiihrt. & wird nach der Formel ; log ‘ be 
, —Zz 


rechnet. Die k-Werte fiir Nd. I entsprechen genau den Werten von 
Hexosediphosphorsiure, die Werte fiir Nd. Ilb, mit Ausnahme einer 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
2 Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 203, 1928. 
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‘ht hydrolysierbaren Verunreinigung den Werten fiir den Robison- 
schen Ester. Am SchluB sind also etwa 80 bis 85°, Hexosediphosphor- 
siure, der Rest als Monophosphorsiure vorhanden. 





Nd I Nd. IIb 
Hipdeotyecsett aufgespalten k.10 aufgespalten k. 0 
15 46.5 15,1 31,8 14,9 
45 62,7 5,0 41.6 2,15 
90 76,1 3,7 47,1 0,93 
180 89,4 3.9 54.0 0,67 
309 93.1 59.2 0.43 


SchluBlolgerungen und Zusammenfassung. 


Sowohl die vitale wie die zellfreie Vergiirung des Dioxyacetons 
durch Saccharomyces Ludwigii fiihrt eindeutig zu dem Schlub, dab 
die Garung auf einer Kondensation des Dioxyacetons zu Hexose durch 
‘einen in der Zelle enthaltenen Umwandlungsfaktor zuriickzufiihren 
ist, wahrend die Annahme einer direkten Vergirung des Dioxyacetons 
verschiedenen Beobachtungen widerspricht. 


1. Versuche an lebender Hefe. 

Die bei etwa 0.10°,, Traubenzucker erreichte maximale Gir- 
geschwindigkeit in Phosphatlésung wird durch Hinzufiigen von Dioxy- 
aceton nicht erhéht. Dagegen wird bei niedrigeren Glucosekonzentra- 
tionen durch Dioxyacetonzusatz der Maximalwert der Zuckergirung 
erreicht, jedoch niemals iiberschritten. Die maximale Zuckergiir- 
geschwindigkeit wird in Hefewasser und Bierwiirze gegeniiber der in 
Phosphatlisung verdoppelt. Dieser Effekt fehlt bei der Vergarung 
des Dioxyacetons. 

Dioxyaceton a 
Traubenzucker | ay r) 
steigt nach wiederholten Umziichtungen der Hefe in Traubenzucker- 
Bierwiirze auf einen Grenzwert, der dann angenahert konstant bleibt 
und etwa 0,7 betragt; ahnlich in Traubenzucker-Hefewasser, waihrend 
bei Ziichtung in Dioxyaceton-Hefewasser der Grenzwert | wird, wobei 
jedoch sowohl die Hefeausbeute wie die GarungsgréBe in Zucker sinken, 
so daB die absolute GarungsgréBe fiir Dioxyaceton auch hier nicht 
héher steigt als in den anderen Zuchtmedien. Qed, fiir Dioxyaceton 
ist bei 20° im Grenzfall etwa 90, bei 28° etwa 150. Der Oxydations- 

in Sauerstoff verschwundener Garumsatz in mol. Zucker 


uotient : Tag ’ os 
q Oxydation in mol. Zucker 


Das Verhaltnis der Gargeschwindigkeiten 
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fiir die Zuckergarung der Ludwigii 3 bis 4 betragt (in Bierwiirze ‘ 
ist fiw die Dioxyacetongarung zunichst sehr niedrig, steigt aber be 
der Umziichtung allmahlich und erreicht dann den gleichen Wert wi: 
bei der Zuckergarung. 

Die kalorimetrisch gemessene Garungswirme ist pro Gramm 
Dioxyaceton etwa 70 bis 80 cal gréBer als die des Traubenzuckers 
(berechnet auf 1 mol. Hexose 14 kg-Cal). 


2. Mazerationssafjt. 


Die Garwirksamkeit von Mazerationssaft fiir frisch hergestellte 
Trockenhefe von Ludwigii gegeniiber Dioxyaceton korrespondiert mit 
der Garwirksamkeit der lebenden Hefe, die zur Herstellung der Trocken 
hefe diente. Wenn durch Lagern deren Garwirksamkeit sinkt, kann 
man durch Zumischung von Brauereitrockenhefe vor der Mazerierung 
einen Mischsaft erzielen, der wieder die urspriingliche Wirksamkcit 
besitzt. Die Gargeschwindigkeit des Dioxyacetons betragt bestenfalls 
30 bis 40°, der des Zuckers in der Phosphatperiode. 

Das Phosphat verestert sich genau gleichzeitig mit der Vergarung 
des Dioxyacetons. Aus der Differenz von Dioxyacetonschwund und 
Kohlensaurebildung ergibt sich die Menge der veresterten Triose, aus 
der Abnahme des anorganischen Phosphats die Veresterung des 
Phosphats. Das Verhaltnis beider betragt wihrend der Hauptzeit des 
Versuchs etwas tiber 1,0. Es entspricht dies der Bildung von Hexose- 
diphosphorsaure, wahrend daneben, besonders zu Beginn, eine griber: 
Menge Hexosemonophosphorsaure entsteht. Das Vorhandensein von 
Hexosediphosphorsaure folgt ferner aus der Wirkung des Arseniat 
zusatzes, wobei die Gargeschwindigkeit sofort steigt und eine Meng: 
Extrakohlensaiure entsteht, die genau aquimolekular ist dem gleich 
zeitig freigesetzten anorganischen Phosphat. Der Umstand, dai auch 
die maximale Giargeschwindigkeit des Dioxyacetons durch Arseniat 
zusatz erhéht wird, im Gegensatz zur Maximalgirgeschwindigkeit des 
Traubenzuckers in der Phosphatperiode, l4Bt allein die Deutung zu 
daB die Dioxyacetongirung durch die Kondensationsgeschwindigkeit 
zur Hexose limitiert wird. 

Das chemische Verhalten des nach etwa 80 Minuten langer Garung 
(bei 28°) abgeschiedenen Esters ergibt, daB derselbe zum gréBeren Teile 
aus Harden-Youngscher Hexosediphosphorsiure, zum kleineren aus 
Robisonscher Hexosemonophosphorsaure besteht. 











Ein neuer Universalapparat fiir die Mikroanalyse. 


Il. Mitteilung: 
Die Veraschung im geschlossenen System. 


Von 
Ernst Tschopp. 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 2. November 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der weitaus gréBten Mehrzahl aller anorganischen Bestimmungen 


in biologischen Substraten ist es erforderlich, den organischen Anteil 
zu zerstéren; denn diejenigen Stoffe, welche bei biochemischen Ver- 
suchen auf ihren Gehalt an Aschebestandteilen zu untersuchen sind, 
wie Sekrete, Exkrete, animalische und vegetabilische Stoffe, Organe 
tierischer und pflanzlicher Natur usw., bestehen zum weitaus iiber- 
wiegenden Teile aus organischem Material. Zur Zerstérung der organi- 
schen Substanz stehen uns prinzipicll zwei Methoden zur Verfiigung: 
die Veraschung auf trockenem und die Veraschung auf feuchtem Wege. 
Wo es ohne Miihe und Nachteile méglich ist, sollte man doch der Ver- 
aschung auf feuchtem Wege den Vorzug geben. Die Griinde dafiir 
sind aus den folgenden Darlegungen ersichtlich. 


Wir haben schon in einer friiheren Arbeit darauf hingewiesen!, 


daB man beriicksichtigen muB, daB eine ganze Reihe nicht absolut 
hitzebestindiger Mineralstoffe bei der Veraschung und bei starkem 
Glihen fliichtig wird. So werden die Chloride der Alkalien in der 
Ghihhitze fliichtig, die Dimetallphosphate gehen in Pyrophosphate, 
die Monophosphate aber in Metaphosphate iiber. Fliichtige Sauren, 
vor allem Chlorwasserstoff, werden durch die aus organischen Korpern 
sich bildenden Phosphate und Sulfate leicht ausgetrieben. Da die eben- 


! E. Tschopp, Handb. d. mikroskop. Anatomie 1 (erscheint demnachst). 
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falls bei der trockenen Veraschung entstehenden verkohlten Mas 
bedeutend schwerer verbrennlich sind als die urspriinglichen organise} -» 
Substanzen, und die Kohle itiberdies noch Sulfate zu Sulfiden wd 
primare Phosphate unter Entwicklung von Phosphordimpfen reduzic+t 
so empfehlen wir die feuchte Veraschung. Es erfolgt bei dieser Methocde 
die Zerstérung der organischen Substanz viel schneller als bei de: 
trockenen Veraschung in der Platinschale; wo iiberdies immer ie 
Méglichkeit besteht, da unter Umstanden doch einige Partikelche: 
durch zu starke Gasentwicklung fortgerissen werden und so der Analy» 
entgehen. Die trockene Veraschung hat fraglos manche Nachteile wri 
Unbequemlichkeiten und ohne Zweifel auch Fehlerquellen. 


Ein Verfahren zur Oxydation und damit zur Zerstérung der organi 

schen Substanz auf anderem Wege als durch Gliihen hat A. Newman»! 
ausgebaut. Die organische Substanz wird nach Newmann durch Schwefe! 
siure und Salpetersiure zerstért. Damit ergibt sich schon, dab diese 
Methode nicht ganz so allgemein anwendbar sein kann, wie die trockene 
Veraschung, weil nach Zusatz der Schwefelsiure die Sulfationen nicht 
mehr bestimmt werden kénnen. Aber ganz besonders stérend ist cis 
grobe Menge Saure, die man bei dieser offenen Veraschung verwenden 
mu}. Erhitzt man zu stark, dann verfliichtigt sich bei dieser offenen 
Veraschung ein Teil der Salpetersiure als solche, ohne voll zur Ox, 
dation ausgenutzt worden zu sein; auch liuft man Gefahr, daB mit 
dem teerartigen Destillat organisch gebundener Phosphor usw. iiber 
destilliert. 
' Es ist uns nun nach vielen miihsamen Versuchen gegliickt, einen 
Apparat’ zu bauen, welcher diese Fehlerquellen vermeidet. Wir haben 
ferner eine Veraschungsmethode ausfindig gemacht, bei der man die 
Schwefelsiure nicht mehr braucht. Wenige Kubikzentimeter reinster 
konzentrierter Salpetersiure und etwa 2ccm konzentriertes reinstes 
Wasserstoffsuperoxyd geniigen z. B., um 5g Organe in kurzer Zeit 
zu veraschen. Ein plitzliches Verbrennen der ganzen Masse mit starker 
Feuer- und Rauchentwicklung, wie man es bei der offenen Veraschung 
(ohne Schwefelsaure) oft sieht, findet in unserer Apparatur nicht statt 
[DaB bei dieser lebhaften Rauchentwicklung auch anorganische Sub 
stanzen mitgerissen werden, konnten wir in einem speziell zu diesem 
Zwecke gebauten Apparat zeigen (Abb. 2).] 


Da bei unserer Apparatur, wie wir gleich sehen werden, die Ab 
rauchgase eine Fliissigkeitsschicht passieren miissen, ehe sie den Apparat 
verlassen kénnen, so ist ein Verlust von anorganischen Ionen ganzlich 


ausgeschlossen. 


1 A. Newmann, Zeitschr. f. physiol. Chem, 87, 115, 1902; 438, 32, 1904. 


st 
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Der Universalapparat' fiir die Veraschung im geschlossenen System. 


Der ,,Universalapparat* besteht, wie die Zeichnung (Abb. 1) zeigt, 
aus zwei Teilen: A, dem Aufsatz mit der Kiihlanlage und der selbst- 
titigen Ablaufvorrichtung; B, dem Veraschungskolben oder Siedegefab 


aus Spezialglas. 

A. Der Aufsatz. Das Aufsatz- 
stiick, welches durch eine ein- 
geschmolzene Querwand (g) aus 
Glas geteilt ist, in eine obere Vor- 
kammer (V) und eine untere Haupt- 
kammer (H), welche wiederum durch 
eine Querwand (p) abgeschlossen 
wird, tragt an einer Seite das Haupt- 
verbindungsrohr (r) mit  einge- 
schliffenem Dreiweghahn (d). Dieses 
Verbindungsrohr ist so angelegt, daB 
die aus dem Kolben aufsteigenden 
Sauredimpfe in die Vorkammer (V) 
gelangen, wo sie sich infolge der 
Luftkiihlung teilweise kondensieren. 
Die tiberdestillierten Dampfe ge- 
langen nun aus der Vorkammer 
durch ein seitlich angebrachtes 
Glasrohr in die Hauptkammer, wo 
sie sich noch, weiter abkiihlen. An 
letzterer ist ein kleiner Wasser- 
(Luft)kiithler (k) angebracht, welcher 
gleichzeitig als Druckausgleicher 
und Kamin fiir die abgehenden 
Gase dient. Sobald in der Haupt- 
kammer die kondensierte Ver- 
aschungsfliissigkeit ein bestimmtes 
Niveau erreicht hat, wird sie auto- 
matisch durch ein Uberlaufrohr (s) 
in das SiedegefaB zuriickgesaugt. 
Ein Hahntrichter (c) (mit kleinem 
Hahn), durch welchen Salpetersaure, 
Wasserstoffsuperoxyd und andere 
Fliissigkeiten in das SiedegefaB ein- 
gefiihrt werden kénnen, fiihrt in das 





























Abb. 1 


* Der Apparat kann von, der Firma Ernst Keller, Glastechnische Werk- 


statte, Basel, 16 St. Johannvorstadt, bezogen werden. 
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Uberlaufrohr (s), welches an seinem unteren Ende (d,) einen Seb iff 
tragt zur Aufnahme der Extraktionshiilsen und Filter, usw. 


B. Der Veraschungskolben. Dieser aus speziellem Glas hergeste! 
Kolben kann durch einen Schliff mit dem Aufsatz fest und dicht ve) 
bunden werden, in ihm findet die eigentliche Veraschung der organise}, 
Substanz statt. 

Vorteile des Universalapparats. 

Der Apparat, welcher nicht nur fiir die Mikroveraschung im yx 
geschlossenen System gebaut ist, sondern sich auch, wie wir an anderer 
Stelle berichten werden, ganz gut eignet fiir Extraktionen bei erhdhte, 
Temperatur (Siedetemperatur des Extraktionsmittels), nicht nur fiir 
feste Kérper, sondern auch fiir Fliissigkeiten, ist véllig frei von Kork 
stopfen und Gummiverbindungen. 

Am Schlub der Operation befindet sich die Asche bzw. der Extrakt 
im SiedegefaB (B), waihrend die Salpetersiure bzw. das Extraktions 
mittel in reinem Zustande teilweise in der Hauptkammer (H) [und das 
ausgezogene Material in der Extraktionshiilse (#)] sich vorfindet. 


Durch entsprechende Drehung des Dreiweghahns (d) kann das 
Destillat in einer Vorlage aufgefangen werden; dadurch ist man in den 
Stand gesetzt, fliichtige Substanzen in einer geeigneten Vorlage auf 
zufangen. Auf diese Weise kann durch Destillation als Salzsiure das 
Chlorion bestimmt werden, ferner, ahnlich der Spiroschen Ammoniak. 
bestimmung, der Stickstoff, nachdem die Veraschungslésung im Ver- 
aschungskolben (8) nach den schon bekannten Vorschriften Kjeldah/s 
alkalisch gemacht wurde. 


Ein Abzug ist bei diesem sehr handlichen und stabilen Apparat 
der tiberallhin mit Leichtigkeit transportiert werden kann, nicht nétig 
da die Abrauchgase, bevor sie den Apparat verlassen, eine Fliissigkeits 
schicht in der Hauptkammer (H) passieren und somit eventuell mit 
reiBende Partikelchen an diese abgebén miissen und dann durch ein 
einfache Vorrichtung, wie weiter unten beschrieben wird, mit der 
Wasserstrahlpumpe abgesaugt werden kénnen. 

Durch diese kontinuierliche Destillation und durch das Wiede: 
zuriickflieBen in den Kolben kommt man mit sehr geringen Mengen 
Sauren, Extraktionsmitteln usw. aus (abgesehen, da diese Mitte! 
fiir eine weitere Operation wieder benutzt werden kénnen). Bei cer 
Mikroveraschung ist beispielsweise durch diese Anordnung ein Verlust | 
an Anionen und Kationen giinzlich ausgeschlossen, was besonders |» 

P-, As- und S-Analysen von Wichtigkeit ist. Hindurchblasen ode 
-saugen von Luft, Evakuieren des Apparats, erhéht die Verdunstunyg 
bei der Destillation wesentlich. .; | 
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Die Reinigung des Apparats. 

Die Reinigung ist auberst einfach. Es werden etwa 10 ccm ver- 
diinnter Salpetersaure in dem Veraschungskolben (B) mit einem Bunsen- 
brenner erwarmt; die dabei tiberdestillierenden Sauredimpfe reinigen 
den Apparat. Soll dieser siurefrei sein, so wird die Salpetersiiure durch 
Wasser bzw. Alkohol ersetzt. Durch Hindurchsaugen oder -blasen von 
erwirmter Luft kann der Apparat in kurzer Zeit getrocknet werden. 


Ein anderer einfacher Veraschungsapparat. 

Um die bei der offenen Saureveraschung mit Salpetersiure bei 
unvorsichtigem Hantieren gelegentlich plétzlich entstehenden Ver- 
brennungsgase und -produkte auf ihre anorganischen Ionen hin zu 
untersuchen, habe ich den Apparat, den Abb. 2 wiedergibt, konstruiert 
Da er sich uns auch fiir die Mikroveraschung 
sehr gut bewahrte, so mége er hier auch niher 
beschrieben werden. 

Im Prinzip arbeitet diese einfachere Apparatur 
bei der Mikroveraschung wie unser schon be- 
schriebener Universalapparat; nur flieSt die tiber- 
destillierte Siure hier aus dem Behialter (H) nicht 
automatisch in den Kolben (B) zuriick, sondern 
dies geschieht durch entsprechende Drehung des ” 
Hahnes (1). 

Bei geschlossenem Hahn (@) miissen die 
Sauredampfe durch das Rohr (r) zur Kugel (v) 
ihren Weg nehmen, von wo aus sie nun durch 
entsprechende Drehung des Dreiweghahns (d) ent- c 
weder in den Behalter (H) oder durch die Kugel (/) 
in eine Vorlage iibergefiihrt werden kénnen 

















Durch den seitlich angebrachten Hahn- 
trichter (c) kann Salpetersiure, Wasserstoffsuper- 
oxyd usw. zugefiihrt werden. 
Bei der Analyse von Fliissigkeiten wird bei | 8B 
Beginn der Veraschung das Wasser iiber die 
Kugel (f) abdestilliert; die hernach iiberdestil- 
lierende Salpetersiure aber wird durch ent- 
sprechende Stellung des Dreiweghahns (d) in den 
sehalter (H) geleitet, von wo sie dann von Zeit zu 
Zeit wieder in den Kolben (B) heruntergelassen wird. Abb. 2. 





Ausfihrung der Siureveraschung. 


5g Organe oder biolcgisches Material aus Tier- und Pflanzenreich, 
bzw. 5 cem einer biologischen Fliissigkeit werden in den Veraschungskolben 
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(B) gebracht. Soll eine Chlorbestimmung ausgefiihrt werden, so vermis: |) 
man sie mit l10cem n/10-Silbernitratlésung. Diese Menge Silbernit ra; 
geniigt, um 35,5 mg Chlorion zu binden. Die zur Analyse angewan:|t; 
Menge soll zweckmaéBig so gewahlt werden, da®8 sie nie mehr als 36 ; 
Chlor enthalt. Der Zusatz von Silbernitrat ist notwendig, weil anderen 
das Chlorion bei der Veraschung als Salzsiure ausgetrieben wiirde. 
Nachdem nun der Aufsatz (A) aufgesetzt wurde, wird durch den seit! 
angebrachten Hahntrichter (c) langsam etwa 5ccm konzentrierter reinster 
Salpetersiure hinzugefiigt und das Hahnchen wieder geschlossen. 
Sobald die Verbindung mit der Vorkammer (V) durch entsprechen«: 
Drehung des Dreiwegehahns (d) hergestellt ist, wird mit kleiner Flanim: 
(Mikrobrenner) erwirmt. Meist erfolgt jetzt eine ziemlich starke (as 
entwicklung und Schaumbildung. Sobald das Schaiumen nachlaBt, steigert 
man die Temperatur und erwarmt, bis fast alles Wasser durch den Kami 
abgedampft ist. Um die unangenehm riechenden Abrauchgase (will man 
nicht unter dem Abzug arbeiten) zu entfernen, wird ein mit einem Schlauch: 
der Wasserstrahlpumpe verbundener Trichter tiber den Kamin gestiilpt 
Durch ganz schwaches Saugen werden so die abgehenden Gase entfernt 
Sobald die Entwicklung der braunen Dampfe geringer wird, lit man 
durch den Hahntrichter (c) wiederum etwa 8 bis 10 ccm konzentrierter, 
reinster Salpetersiure hinzuflieBen. Hierbei ist zu beachten, daB man 
jetzt mit geringem Erwirmen, also mit kleiner Flamme (Mikrobrenner), 
oft besser zum Ziele kommt, als wenn man dauernd stark erhitzt. Von 
Zeit zu Zeit 1iBt man nun von jetzt an etwa 0,5cem konzentrierten 
reinsten Wasserstoffsuperoxyds ! (dieses ist auf die Reinheit zu priifen, da 
fast alle Praparate Natrium-, Kalium-, Phosphat- und Sulfationen enthalten) 
durch den Hahntrichter in den Kolben flieBen. Die dabei erfolgende, oft 
starke Gasentwicklung sistiert schon nach kurzer Zeit; dabei wird die 
vorher leicht braune Fliissigkeit wieder etwas heller. Wenige Kubikzenti- 
meter Wasserstoffsuperoxyd, die in kleinen Portionen innerhalb 1 bis 
1%, Stunden hinzugefiigt werden, sollten fiir eine Veraschung geniigen. 
Mit bestem Erfolg kann die Apparatur auch tiber Nacht in Tiatigkeit 
gelassen werden, nur mu8 man dafiir sorgen, da8 die Flammenhdéhe 
konstant bleibt, was man am besten mit einem Mikrobrenner errcicht. 
Soll die Veraschung aber innerhalb 1 bis 14, Stunden beendet sein, 
so steigert man die Temperatur und erhitzt so lange, bis der Inhalt im 
Veraschungskolben fast ganz trocken geworden ist. Dabei mu, da sonst 
die iiberdestillierende Salpetersiure wieder in den Kolben zuriickflieBen 
wiirde, das Hahnchen (1) des Uberlaufrohres (s) geschlossen werden. 
Gelegentlich auftretende kleine Entziindungen haben auf die Be 
stimmungen keinen EinfluB. Nach kurzem Abkiihlen la8t man durc! 
Drehen des Hahnchens (8) vorsichtig, tropfenweise, einige Kubikzentimeter 
Saure aus der Hauptkammer (H) zur braunen Masse flieBen und, nachden 
durch das Trichterrohr (c) etwa 0,5 cem Wasserstoffsuperoxyd hinzugefiizt 
wurden, wird wieder erhitzt und wie oben beschrieben fortgefahren. Diese 
Prozedur wird so oft wiederholt, bis der braune Riickstand vdllig ver- 
schwunden ist und (bei vélligem Uberdestillieren der Salpetersiure) ein 
weiBe Asche zuriickbleibt. Ist dies erreicht, so wird die gesamte, in der 
Hauptkammer (H) sich befindende Saéure zur Asche zuriickgelassen, un 


t 


} Die Firma ,,Elfa‘* in Aarau (Schweiz) lieferte uns ein nur Sulfatione 
(0,0443 g-°%) enthaltendes, sonst sehr reines Priparat. 
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nach AbschlieBen des Hahnchens (1) wieder langsam, bis auf einen kleinen 
Rest von etwa 0,5 ccm iiberdestilliert zu werden. 

Nach dem Erkalten werden etwa 10 ccm destillierten Wassers in den 
Veraschungskolben gebracht und bis zum Sieden erhitzt. Dabei werden 
die gebildeten braunen Stickoxyde ausgetrieben und die etwa gebildeten 
Pyrophosphate oder Metaphosphate in Orthophosphat tibergefiihrt. Das 
ist nach etwa 10 bis 15 Minuten langem Sieden, wobei der Dreiwegehahn 
zweckmaéBig so gestellt wird, daB das abdampfende Wasser nach auBen 
gelangen kann, erreicht. 

Erst nach dem vélligen Erkalten wird nun der Auftsatz, ohne Gewalt 
anzuwenden, abgenommen und die schwach salpetersaure Lésung quanti- 
tativ in ein Me®BgefaB von 25 ccm iibergefiihrt. Durch mehrmaliges Nach- 
spiilen mit destilliertem Wasser wird das Kélbchen bis zur Marke 25 cem 
aufgefiillt. Da saimtliche Nitrate in dieser sauren Lésung léslich sind, so 
kénnen Triibungen nur von Kieselsiure und, wenn Silbernitrat angewandt 
wurde, von Silberchloridflocken herriihren. Die auf solche Weise erhaltenen 
Aschenlésungen kénnen nun zur Bestimmung von Chlor-, Sulfat-, Phosphat-, 
Natrium-, Kalium-, Calcium-, Magnesium-, Eisenionen usw. verwendet 
werden, sofern nur das iiberschiissige Silberion, wie weiter unten angegeben 
wird, vorher entfernt worden ist. 

Wo in der Literatur genaue Beschreibungen der Methodik bereits 
schon vorhanden sind, verzichten wir hier auf eine detaillierte Dar- 
stellung der Methoden; sondern begniigen uns damit, auf die ent- 


sprechenden Literaturangaben hinzuweisen. 


a) Bestimmung des Chlorions durch Riicktitration des Silbers'. 


Etwa 6 bis 8ccem obiger Veraschungslésung werden durch ein 
gereinigtes, trockenes Glasfilter (Nr. 12 G3/5-7, Schott und Gen.) in 
ein sauberes, trockenes Absaugkélbchen filtriert. 

Seem der klaren Veraschungslésung (der Rest wird wieder in 
das 25-cem-Kélbchen zuriickgegeben) werden in ein Erlenmeyer- 
kélbchen pipettiert und nach Zusatz von 5 Tropfen rauchender Salpeter- 
siure und 3 ccm 2 °,iger Lésung von léslicher Starke mit 0,02 n Kalium- 
jodidlésung von bekanntem Titer! bis zur Blaufarbung titriert. 

In Wirklichkeit wird bei dieser Methode nicht blo®B das Chlor-, sondern 
zugleich auch das freilich nur in relativ kleinen Mengen vorkommende 
Bromion bestimmt. 

Berechnung. Wird wie oben angegeben verfahren, so gestaltet 
sich die Berechnung sehr einfach; es ist dann: 


x FF 


5.71 
(10 — z)- s = Milligramm Chlor in 100 ccm bzw. Gramm, 


wobei x = im Hauptversuch verbrauchte Kubikzentimeter 0,02 n 
Kaliumjodidlésung minus Blindwert (dieser betragt meistens 0,15 ccm), 
y = angewandte Fliissigkeits- oder Organmenge (5 ccm bzw. 5g) ist. 


1 Ernst Tschopp, Mikrochemie 5, 161, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 203. 18 
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b) Bestimmung des Chlorions nach A. Neumann’. 


Da bei der Saureveraschung, wie schon A. Newmann' im Jahre 12 
gezeigt hat, alles Chlor als Salzsiiure entweicht, so kann dieses, wie es 
schon Neumann getan hat, in einer Silbernitratlésung von bekanntem 
Gehalt quantitativ als Chlorsilber gefallt und somit auch durch » 
eignete Methoden bestimmt werden. 

Nachdem man in das Vorlagekélbchen mit Marke bei 25 cem iibe, 
schiissige, genau abgemessene Mengen n/10 Silbernitratlésung von bekannt: 
Titer (10 ccm hiervon diirften wohl immer geniigen) gegeben hat, fiivt 
man durch das Hahntrichterchen etwa 5ccm konzentrierter reinster Salpeter- 
siure hinzu. Gepulverte Substanzen oder getrocknete Organe usw. miisse 
vorher mit etwa 5 ccm destillierten Wassers angefeuchtet werden, da sonst 
bei Zusatz der Salpeterséiure Entziindungen auftreten wiirden. 

Nachdem der Dreiwegehahn so gedreht wurde, daB die entweichender 
Gase durch das Destillationsrohr (f), ihren Weg nehmen miissen, wird das 
Ende des Rohres (f) (durch Heben oder Senken des Apparats oder des 
Vorlagekélbchens) so in das Vorlagekélbchen eingefiihrt, daB es geradd: 
eintaucht. Durch vorsichtiges Erwarmen (alle anderen Hahne sind 
schlossen) verhiitet man ein Uberschiumen. Hért die Schaumbildung auf, 
so wird die Temperatur gesteigert. Das tibergehende Destillat erzeugt 
nun alsbald in der Silbernitratlésung einen Niederschlag von Chlorsilber 
Ist fast alle Saure iiberdestilliert, so ]48t man nach kurzem Abkiihlen 
wiederum durch das Hahntrichterchen etwa 5 ccm reinster Salpetersiur 
und 0,5 cem reinsten Wasserstoffsuperoxyds hinzuflieBen. Diese Prozedur 
wird so lange wiederholt, bis das Destillat in der Silbernitratlésung kein: 
weitere Triibung mehr erzeugt. Ist dies der Fall, so wird die Verbindung 
mit der Vorkammer ({V) durch entsprechende Drehung des Dreiwegehahns 
hergestellt, wahrend die weitere Veraschung der im Veraschungskolbe: 
sich befindenden Substanz wie weiter vorne angegeben ist zu Ende g 
fiihrt wird. 

Nach vdélligem Erkalten wird die im Vorlagekélbchen befindlich: 
Fliissigkeit, nachdem sie mit destilliertem Wasser bis zur Marke 25 cen 
aufgefiillt worden ist, durch ein Mikroglasfilter filtriert. 20 ccm des klaren 
Filtrats werden in einem Erlenmeyerkélbchen mit 3cem einer 2°, igen 
Lésung von léslicher Starke und 3 Tropfen rauchender Salpeterséure, wii 
oben angegeben, mit n/10 Kaliumjodidlésung bis zur Blaufarbung titriert 


Berechnung. Unter Zugrundelegung, daB 10 ccm n/10 Silbernitrat 
lésung vorgelegt wurden, gestaltet sich die Berechnung, wenn mit n 10 
Kaliumjodidlésung titriert wurde, recht einfach; es ist dann: 

ua OOO sa 
[10 — (x. 1,25)]- = Milligramm Chlor in %, 
y 
wobei x = im Hauptversuch verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter n,1\) 
Kaliumjodidlésung minus Blindwert, und y = angewandte Fliissig 
keits- oder Organmenge (5 ccm bzw. 5 g) ist. 


1 4. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 115, 1902; 48, 32, 1904; 
Arch. f. Anat. u. Physiol. 1905, S. 208. 











Universalapparat fiir die Mikroanalyse. I. 275 


Fiallung des Silberions. 


Ist zu der Analyse zwecks Bestimmung des Chlors Silbernitrat 
zugefiihrt worden, so muf das Silberion mit konzentrierter Salzsiure 
quantitativ gefallt werden. Zu diesem Zwecke gibt man zur klaren 
Aschenlésung 5 Tropfen reinster konzentrierter Salzsiure. Nach 
20 Minuten langem Stehen wird durch ein getrocknetes Mikroglas- 
filter in ein ebenfalls trockenes Absaugkélbchen fitriert. 


Kolorimetrische Bestimmung des Gesamtphosphors. 


Je nach dem Gehalt des Phosphations benétigt man gewéhnlich 
0.5 bis Leem der klaren silberionenfreien Veraschungslésung. 

Im Prinzip wird das Phosphation nach der schon von C. H. Fiske 
und Y. Subbarow', K. Lohmann und L. Jendrassik® und E. Tschopp* 
beschriebenen Methodik bestimmt, nur verwenden wir hier als Re- 
duktionsmittel fiir die Phosphormolybdansaure statt des Eikonogens 
1cem des farblosen ,,Rodinals** von Agfa. 

Bei dieser sehr einfachen Bestimmungsmethode wird das Phosphat- 
ion in saurer Lésung als Phosphormolybdansaure gefallt, welche in 
der Warme (bei etwa 60°) leicht mit reduzierenden Mitteln in Molybdan- 
blau tibergefiihrt und somit mit einer gleichbehandelten Standard- 
lésung von bekanntem Phosphorgehalt im Kolorimeter verglichen 
werden kann. 

Bestimmung des Gesamtschwefels*. 


5ecem (oder mehr, wenn der Sulfatgehalt der zu untersuchenden 
Substanz gering ist) des klaren, salpetersauren Filtrats werden in einer 
vorher gewogenen, feinporigen Mikronutsche (12 G2/)< 7 oder Zentri- 
fugenfilter 80 G2/< 7, oder Filtertrichter 60G2/< 7p, von Schott 
und Gen.) usw. zu 0,5 ccm einer etwa 5°,igen Bariumchloridlésung hinzu- 
gegeben; nachdem vorher etwa 0,5 bis 1 cem Chloroform als Sperrfliissigkeit 
in das Gerat pipettiert worden ist. Nach Zusatz von 2 Tropfen Phenol- 
phthalein wird mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert, vorsichtig durch- 
geruhrt (die Chloroformschicht dabei nicht aufwirbeln) und nach Zusatz 
von 5 Tropfen 2n Salzséiure 1 Stunde stehengelassen. Der Niederschlag 
von Bariumsulfat setzt sich zu Boden und bildet so an der Oberflache des 
Chloroforms eine feine Schicht. 

Die Nutsche wird nun in die Bohrung des Kautschukpfropfens eimes 
Absaugkélbchens gebracht. Man saugt jetzt mit der Wasserstrahlpumpe den 
feinen Niederschlag auf die porése Filterschicht. Nach zweimaligem Aus- 
waschen mit je 5cem n/100 Salzsiure (mit Bariumsulfat gesiittigt) wird 
die vorher gewogene Mikronutsche bis zur Gewichtskonstanz bei 110° ge- 
trocknet und gewogen. 


1 C.H. Fiske und Y.Subbarow, Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 

> K. Lohmann und Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

3 E. Tschopp, Helv. Chim. Acta 10, 843, 1927. 

* Vgl. auch Kolthoff und van Cittert, Zeitschr. f. analyt. Chem. 68, 
392, 1923; Kolthoff und Vogelenzang, ebendaselbst 58, 49, 1919. 


is* 
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Berechnung. Das Gewicht des Bariumsulfatniederschlags mu)ti- 
pliziert mit 0.4115 ergibt die Anzahl Milligramme Sulfat in der zur 
Analyse gelangten Menge Substanz oder Fliissigkeit. 

Beleganalysen. Wir fanden in einer reinen Liésung z. B. 2,427 mg 
Sulfat (statt theoretisch 2,450 mg); weiter fanden wir in Doppel- 
analysen: im Harn a) 181,5, b) 185,1 mg-°.,; Mandarinenschale a) 41 2, 
b) 42,2 mg-°.,; Leber, Rind, a) 615,0, b) 605,2 mg-°%,; Lunge, Rind, 
a) 549.1, b) 544.5 mg-°,, usw. 


Titrimetrische Bestimmung des Calciums. 


In einem (graduierten) Zentrifugenglas wird ein aliquoter Teil 
der Veraschungslésung mit. Ammoniak alkalisch gemacht und nach 
Zusatz von Essigsiure (bis zur sauren Reaktion) mit Ammonium. 
oxalat versetzt. Der Niederschlag von Calciumoxalat wird nach Aus. 
waschen mit verdiinntem Ammoniak in iiblicher Weise mit n/100 
Kaliumpermanganatlésung von bekanntem Titer, nach den Angaben 
von Kramer und Tisdall', in schwefelsaurer Lésung warm titriert. 


Kolorimetrische Bestimmung des Magnesiums?. 


In der bei der Calciumbestimmung iiberstehenden essigsauren 
calciumionenfreien Lésung wird das Magnesiumion im Zentrifugenglas, 
nach Zusatz von Ammoniak und Ammoniumphosphat, als Magnesium. — 
ammoniumphosphat gefaillt. Dieses wird nach Auswaschen mit ver- 
diinntem Ammoniak und ‘Uberfiihrung in Phosphormolybdinsiure 
mit 1 c¢m ,,Rodinal in der Warme (bei etwa 60°) zu Molybdanblau 
reduziert, welches kolorimetrisch mit derjenigen Farbe einer gleich- 
behandelten Standardlésung von bekanntem Phosphatgehalt? verglichen 
wird. Aus der Menge des Phosphors l4Bt sich dann der Magnesium- 
gehalt leicht berechnen. 


Titrimetrische Bestimmung des Kaliums?®. 


Nach vorsichtigem Kochen wird die mit kaliumfreier Natronlauge 
zwecks Vertreibung des Ammoniaks alkalisch gemachte Veraschungs- 
lésung im Zentrifugenglas mit verdiinnter Essigsiure wieder schwach 
sauer gemacht. Aus dieser Lésung wird das Kaliumion durch lang- 
sames ZuflieBenlassen des Fallungsreagens als Kaliumkobaltihexa- 
nitrit (K,NaCo(NO,),.H,O) gefallt*, woraus dann das Nitrit mit 


1 Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 47, 475, 1921. 

2 E. Tschopp, Helv. Chim. Acta 10, 843, 1927. 

3 Kramer und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 46, 339, 1921. 

* S. Morgulis and A. Perley, Journ. of biol. Chem. 77, 647, 192s: 
H. Témasson, diese Zeitschr. 195, 475, 1928. 
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n 100 Kaliumpermanganatlésung unter Zusatz von Schwefelsiure in 
der Warme titriert wird. Durch Multiplikation mit dem empirischen 
Faktor 0,071! erhalt man den Gehalt an Kalium in Milligramm. 


Titrimetrische Bestimmung des Natriums?, 


Durch Zusatz von wenig Wismutnitratlisung zur Veraschungs- 
jisung wird das Eisen- und das Phosphation nach Hinzufiigen von 
natriumfreiem Kaliumcarbonat (bis zur alkalischen Reaktion) ausgefallt. 

Ein aliquoter Teil dieser nun phosphat- und eisenionenfreien 
Lésung wird in einem Kalizentrifugenglas auf einem Wasserbad villig 
eingedampft. Nach vdélligem Erkalten des Zentrifugenglases setzt 
man etwa 6ccm Ballsches* Reagens hinzu, korkt zu und 1abt 
24 Stunden im Eisschrank stehen. Nach dieser Zeit hat sich ein Nieder- 
schlag von der Zusammensetzung 6 NaNO, . 9 CsNO, . 5 Bi(NO,), 
gebildet, welcher, mit Mannit-Acetonlésung ausgewaschen, mit n/10 
Kaliumpermanganatlésung in tiblicher Weise bis zur schwachen Rosa- 
farbung titriert wird. 


Titrimetrische Bestimmung des Eisens. 


Zur molybdomanganimetrischen Eisenbestimmung von G. Fontés 
und L. Thivolle* wird die das Eisen als Ferrisulfat oder -phosphat 
enthaltende Lésung mit lccm Phosphorsiure angesiuert und zur 
Reduktion des Eisens 10 Minuten lang mit durch Salpetersiure blank 
geiitzten Kupferspinen gekocht. Nach den Erkalten wird in eine 
Flasche filtriert, die 5 ccm Phosphor-Molybdansauremischung enthalt, 
und mit Kaliumpermanganat bis zur Rosafarbe titriert. 


1 Vgl. FuBnote 4 auf S. 276. 

2 E. Tschopp, Helv. Chim. Acta 8, 893, 1925. 

§ Ball, Soc. 97, 1408, 1910; E. Tschopp, Helv. Chim. Acta 8, 894, 1925. 
* G. Fontés und L. Thivolle, Bull. soc. chim. biol. 5, 325, 1923. 








Uber die parenterale Resorption von Kolloiden. ['. 


Von 
Martin Jacoby. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berli: 


(Eingegangen am 3. November 1928.) 


Die Resorptionsbedingungen der Kolloide durch die Zellmembranen 
des tierischen Organismus kénnen nur durch Versuche studiert werden 
bei denen die Kolloide entweder parenteral zugefiihrt oder mit isolierten 
Zellen zusammengebracht werden. Denn bei der peroralen Zuful 
werden die Kolloide im allgemeinen im Magendarmkanal gespalten und 
erst nach der Spaltung resorbiert, so daB sie nicht mehr als Kolloic 
die Darmbarriere passieren. Tatsichlich ist die Durchlassigkeit de: 
Magendarmwand fiir Kolloide sehr gering, wenn sie auch nicht unter 
allen biologisch in Betracht kommenden Bedingungen gleichwertig ist 
So kénnen bei Neugeborenen anscheinend manche Eiweibkérper und 
kolloide oder kolloidgebundene Antikérper die Darmwand passieren 
Beim Erwachsenen passieren manche Toxine die Darmwand. Da 
beim Neugeborerten vielleicht noch, nicht die endgiiltige Struktur der 
Darmwand besteht, sind Verallgemeinerungen der betreffenden Be 
funde nicht zulassig. Bei der Resorption von Toxinen durch die Darm 
wand des Erwachsenen muB man in Rechnung stellen, daB das Toxin 
wahrscheinlich die Darmwand schadigt. Man kann nicht im strengen 
Sinne von einer Durchlassigkeit der Darmwand fiir das Toxin sprechen 
wenn erst die geschadigte, also strukturell veranderte Zellmembran 
das toxische Kolloid durchlaBt. 

Man muB8 also damit rechnen, daB die Darmresorption der Kolloide 
nur eine verhaltnismaBig untergeordnete Rolle spielt. Dennoch bleibt 
die Frage der Resorption der Kolloide aktuell, da die Erfahrungen 
der Toxin- und Antitoxinlehre und die Beobachtungen der parenteralen 
Therapie zeigen, daB Kolloide als solche mit Sicherheit von Zellen 
aufgenommen werden. Die so wichtige Erforschung der parenteralen 
Resorption der Kolloide ist aber schwierig, weil man sich nach einem 
geeigneten Testobjekt umsehen muBb. Notwendig ist fiir derartige 
Studien ein Kolloid, das man schon in kleinsten Mengen im Organismus 


1 Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei auch an dieser 
Stelle fiir ihre Unterstiitzung bestens gedankt. 
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quantitativ nachweisen kann und von dem schon die Einverleibung 
sehr kleiner, also den physiologischen Betrieb nicht allzusehr stérender 
Mengen fiir den Nachweis geniigt. 

Der Erfiillung dieser Forderung war man schon vor Jahren bei 
Versuchen nahegekommen, iiber die seinerzeit M. Falk aus dem hiesigen 
Laboratorium berichtet hatte. .M. Falk! hatte gefunden, da®B bei intra- 
peritonealer Zufuhr von Sojaurease sich das Enzym im Serum der 
Versuchstiere, wenn auch nur in kleiner Menge, mit Sicherheit nach- 
weisen 14Bt. Auch der an und fiir sich sparliche Nachweis war dadurch 
nur méglich, daB das Serum eine Substanz enthalt, welche die Enzym- 
wirkung auBerordentlich verstarkt. Eine speziellere Bearbeitung der 
GesetzmaBigkeiten der parenteralen Enzym- bzw. Kolloidresorption 
war mit der damals zur Verfiigung stehenden Methodik noch nicht 
méglich. Dazu waren die Ausschlage noch zu klein. Da nun an und 
fiir sich die Urease ein geradezu ideales Material fiir derartige Versuche 
ist, lag es nahe, nachdem wir allmahlich ihren Nachweis bedeutend 
verfeinert haben und auch ungleich wirksamere Enzympriparate als 
friiher zur Verfiigung haben, die Versuche wieder aufzunehmen, um 
die GesetzmaBigkeiten der Resorption zu studieren. Mit solchen Ver- 
suchen hat sich auf meine Veranlassung Herr Dr. Hayashi beschiiftigt, 
der iiber seine Resultate in einer besonderen Mitteilung berichten wird. 

Heute soll nur darauf aufmerksam gemacht werden, daB wir jetzt 
namentlich durch die Einfiihrung des Cyankaliums in die Jackbohnen- 
Ureasemethodik nicht mehr auf die verstiirkende Wirkung des 
Serums angewiesen sind. Allerdings werden wir zeigen, daB auch 
bei an und fiir sich guten Versuchsbedingungen Serum noch mit Sicher- 
heit verstarkt. Aber die groBartigen Wirkungen, die man bei Versuchen 
ohne Cyankalium beobachtet, werden bei Zusatz von Cyankalium 
nicht erzielt. Wir erhalten jetzt im Serum der Versuchstiere so grobe 
Ausschlage, daB wir sie ohne jede Schwierigkeit mit den Wirkungen 
bestimmter Ureasepraparate, denen wir entsprechend einen Serum- 
zusatz machen, vergleichen und so auch prozentual Angaben iiber 
die GréBe der im Serum nachweisbaren Ureasewirkung machen kénnen. 
So kann man das Abklingen des Enzymgehalts im Blute nach intra- 
vendser Injektion der Urease, sowie das allmahliche Ansteigen nach 
intraperitonealer Injektion gut verfolgen. Selbst die geringen Enzym- 
mengen, welche vom subkutanen Gewebe aus in das Blut gelangen, 
waren feststellbar. Es liBt sich auch zeigen, wie das Milieu die Re- 
sorption beeinfluBt. Uber diese und noch einige andere Punkte soll in 
der nachsten Mitteilung ausfiihrlich berichtet werden. 


1 Diese Zeitschr. 59, 316, 1914. 








Uber 
katalytische Racemisation von Aminosiuren und Peptiden. 


Von 


Max Bergmann und Leonidas Zervas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 


(Eingegangen am 5. November 1928.) 


Die chemische und biologische Variationsbreite der Peptide und 
Proteine hangt unter anderem zusammen mit der Anhaufung wesens- 
aéhnlicher, aber nicht wesensgleicher Strukturelemente im Molekiil 
In dieser Wiederholung liegt jedoch auch eine der gréBten Schwierig- 
keiten fiir die experimentelle Behandlung der Peptide und fiir das 
Verstandnis ihres vielgestaltigen Verhaltens. Zwar ist von vornherein 
zu erwarten, daB der genaue Funktionswert jeder einzelnen Peptid 
bindung mitbestimmt wird durch ihre Stellung im Molekiil, also durch 
ihre geringere cder gréBere Entfernung von der freien Aminogruppe 
* oder dem freien Carboxyl. Aber es fehlt bisher noch immer an aus 
reichenden Methoden, diese Verschiedenheit des Ortswertes eindeutig 
zu erfassen und der strukturchemischen Behandlung zugiinglich zu 
machen. Wir suchen nach solchen Methoden, weil wir von ihrer Kenntnis 
zugleich neue Gesichtspunkte fiir das chemische Verhalten der Peptide 
erwarten. 

Wir bringen nachfolgend neues Material zur Kenntnis jener Peptid 
bindung, welche in unmittelbarer Nachbarschaft zu dem freien Carboxy! 
des Peptidmolekiils steht. Diese Anordnung wird durch folgendes 
Schema veranschaulicht : 

R .CH.COOH 
NH 
R’. co 


Ehe wir diese Gruppierung an echten Peptiden betrachten, unter 
suchen wir sie zuerst der gréBeren Ubersichtlichkeit wegen am ein 


— ie SS hUrhlUlUllCOe 
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fachen Modell, wofiir sich besonders acetylierte Aminosiuren eignen. 
Die Acetylaminogruppe spielt in diesem Falle die Rolle der Peptid- 
bindung. 


Die Bereitung acetylierter Aminosdéuren aus freien Aminosiiuren 
mit Hilfe von Essigsaiureanhydrid ist lange bekannt. Aber man hat 
diesen ProzeB stets unter solchen Bedingungen durchgefiihrt, daB das 
wechselnde Verhalten der Aminosiure waihrend und nach der Aus- 
bildung der Peptidgruppe nicht in die Erscheinung treten konnte. 
Als wir mit optisch aktiven Aminosauren arbeiteten und die Behandlung 
mit Essigsiureanhydrid in wasserfreiem Lésungsmittel fraktioniert 
vornahmen, konnten wir leicht drei ganz verschiedene Reaktions- 
bilder festhalten. 


In erster Reaktionsstufe erfolgt, wenn man nicht mehr als genau 
1 Mol Essigsiureanhydrid anwendet, eine Acetylierung der Amino- 
siure I (vgl. Formel weiter unten!) am Stickstoff. Die Bildung der 
acetylierten Aminosiure II vollzieht sich so gut wie quantitativ nach 
stéichiometrischen Verhaltnissen. Die stereochemische Einheitlichkeit 
der Aminoséure bleibt wahrend der Acetylierung in vollem Ausmab 
erhalten !. 


Die hierbei erhaltene acetylierte und optisch aktive Aminosiure 
wird in zweiter Reaktionsstufe durch weitere Mengen Essigsiure- 
anhydrid, wenn man | Mol oder weniger davon anwendet, vollstandig 
racemisiert, aber in ihrer Zusammensetzung nicht verindert. Das 
Essigsdureanhydrid wird also durch die Reaktion nicht verbraucht. 
Die Mengen des zugesetzten Anhydrids und der racemisierten Acetyl- 


I. 1. IV. IVa. 
= 
R.CH.COOH R.CH.COOH’ R.CH-C—O R.C—C.OH 
ae) a : - | 
NH, NH N O N O 
i —> ’ ‘ 
CO.CH, c é 
| | | | 
’ CH, CH, 
II. Illa. 
i. 
R.CH-CO R.C—C,.OH 
| | ane | 
NH O NH O 
C.OH ¢.OH 
| | 


1 Auf diese Weise haben auch F. Knoop und J. G. Blanco aus 1-Pheny!l- 
alanin das optisch aktive Acetylderivat erhalten. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
146, 267, 1925. 
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aminosiure stehen nicht in stéchiometrischem Verhaltnis. Das Ap. 
hydrid wirkt katalytisch. 

Bringt man schlieBlich in dritter Reaktionsstufe einen etwas 
groBeren UberschuB von Essigsaureanhydrid (mehrere Mole) zur An 
wendung, so wird die racemische Acetylaminosaéure anhydrisiert 
Dabei bilden sich! die zyklisch gebauten Azlactone IV in allen Fallen 
in welchen nicht besondere aktive Gruppen desselben Molekiils stérend 
eingreifen, wie etwa beim Monacetyl-arginin die Guanidogruppe. 

Uns interessiert hier in erster Linie die zweite Reaktionsstufe 
weil hier die Racemisierung mit einer in der Aminosaéurechemie bisher 
kaum bekannten Schnelligkeit? und ohne Verquickung mit irgend 
welchen Substitutionsvorgangen verlauft. Die entscheidende Rolle 
welche dabei das Essigsiureanhydrid spielt, zeigt folgender Vergleich 
Man kann Monoacetyl-d-arginin mit viel Eisessig stundenlang auf 
100° erhitzen, ohne daB ein Abfall der optischen Aktivitat zu bemerken 
wire. Fiigt man aber derselben Lésung in der Kalte ein wenig Essig 
siureanhydrid hinzu, so ist nach kurzer Zeit vollige Racemisation 
erfolgt. Ganz ahnlich wie Arginin verhalten sich alle von uns unter 
suchten optisch aktiven Aminosauren, wie wir nachfolgend spezieller 
am Tyrosin als Vertreter der Monaminosauren, an der Glutaminsiure 
als Vertreter der Aminodicarbonsiuren und am Histidin als weiterem 
Vertreter der Diaminosduren ausfiihrlicher beschreiben werden. Dic 
Racemisation tritt ferner auch bei Aminosiuren ein, die an Stelle von 
Acetyl andere Acylreste tragen, z. B. Benzoyl, ferner bei acylierten 
Peptiden®, von denen weiter, unten noch die Rede sein wird. 


Viel weniger tolerant ist der Racemisationseffekt in bezug auf 
das freie Carboxyl. Sobald man nimlich von den Acylaminosauren 
zu ihren Methylestern iibergeht, bleibt die Katalyse durch Essigsiure 
anhydrid aus. Fiir den Eintritt der katalytischen Racemisation durch 
Essigsiureanhydrid ist also der Unterschied zwischen freiem und 
verestertem Carboxyl von ausschlaggebender Bedeutung. Auch 
Diketopiperazine optisch aktiver Aminosiuren lassen sich durch Essig- 


1 E. Mohr und F. Strohschein, Chem. Ber. 42, 2521, 1909; Bergman: 
Stern und Witte, Liebigs Ann. 449, 277, 1926; Bergmann und Zervas 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 154, 1928. 

2 Vgl. die ersten Beobachtungen dieser Art bei M. Bergmann wnd 
H. Késter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 179, 1926; 167, 91, 1927; vz! 
ferner M. Bergmann, Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 112, 1928. Von einer 
leichten Racemisation unter gleichzeitiger Substitution bei der Umwandlung 
von aktiven Acylaminosiuren in ihre racemischen Saurechloride haben 
kiirzlich P. Karrer und M. dalla Vedova in einer vorliufigen Notiz Hel\ 
Chim. Acta 11, 368, 1928 berichtet. 


= 


3 Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 91, 1927. 
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siureanhydrid nicht racemisieren. Dies alles wird beim Versuch einer 
strukturchemischen Deutung der Inaktivierung zu beriicksichtigen sein'. 


Es liegt nahe, als Vermittler der Racemisation eine Tautomerisation 
der charakteristischen Aminocarbonsiuregruppe (II, s. unten) zu 
denken, und zwar kénnte man dafiir, dem Beispiel von Bergmann 
und Késter folgend, den nachstehenden Weg in Betracht ziehen, der 
ohne weiteres zu einer Vernichtung der Asymmetrie fiihren miibte. 


II. ITa. 

. 7a rT 
R-CH.COOH ve R .¢ C<oH 
+ 

NH NH 
CO.CH, CO.CH, 


Es laBt sich aber nicht leugnen, daB diese einfache Annahme kein 
befriedigendes Bild davon gibt, warum bei den Estern nicht eine ganz 
analoge Wasserstoffwanderung stattfindet, und zwar auch dann nicht, 
wenn man mit sehr viel Essigsiureanhydrid langere Zeit auf 100° 
erhitzt oder sogar noch wasserfreies Natriumacetat hinzusetzt. Ferner 
méchten wir in der Formulierung des Vorganges beriicksichtigt finden, 
daB die katalytische Racemisation nur bei acylierten Aminosiuren 
beobachtet wurde. Wir ziehen darum die Formulierung III und Illa 
s. weiter oben) in ernste Erwagung, welche ein Zusammenwirken von 
Siureamidbindung und freiem Carboxyl vorsieht. Wir stellen uns also 
vor, daB sich das freie Carboxyl der Formel II unter Wanderung 
seines beweglichen Wasserstoffatoms (was bei verestertem Carboxyl 
nicht méglich ware) an die Siureamidgruppe anlagert, so dab ohne 
Anderung der Zusammensetzung ein Fiinfring der Formel III ent- 
steht. In dieser Strukturform ist zwar die Asymmetrie noch er- 
halten. Jedoch soll LL] im Tautomerieverhaltnis stehen zu Form L11a, 
die kein asymmetrisches Kohlenstoffatom mehr enthalt. Durch diese 
voriibergehende Tautomerisation wire das rasche Verschwinden der 
optischen Aktivitaét ohne weiteres erklart. Derselbe Weg tiber Formel III 
wiirde auch zugleich die leichte Bildung der Azlactone IV aus den 
acetylierten Aminosauren (II) dem Verstandnis naher bringen. 
Gleichgiiltig, ob nun Erklirung Ila oder Illa den Tatsachen 
besser gerecht wird, so sollte in beiden Fallen die optische Inaktivierung 
ausbleiben bei Aminosiuren, welche am a-Kohlenstoff kein Wasserstoff- 


1 Wir haben auch wiederholt versucht, die Kinetik der hier be- 
schriebenen Racemisationserscheinungen direkt in der Reaktionslésung 
optisch zu verfolgen. Das scheiterte aber in allen Fallen an dem sehr ge- 
ringen Drehungsvermégen, das merkwiirdigerweise alle unsere acetylierten 
aktiven Aminoséuren in Eisessiglésung aufwiesen. 
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atom tragen, das zur Tautomerisation III == IIla oder I] [= Ila 
in der Lage wire. In der Tat haben wir beim Isovalin 
CH,. 2 
“a 
NH, 


keinerlei Racemisation feststellen kinnen. Ferner darf die Racemisation 
bei unseren beiden Erklarungswegen nicht auf Aminosauren beschrankt 
bleiben, sondern mu auch bei optisch aktiven Peptiden eintreten' 
Beide Forderungen haben wir erfiillt gefunden®. Sowohl bei Glycy!- 
l-leucin wie bei d-Phenylalanyl-l-tyrosin wurde leicht Racemisation 
erreicht. 


Wir haben schlieBlich noch die Frage gepriift, ob bei der kata- 
lytischen Racemisation das Essigsiureanhydrid durch andere, ver- 
wandte Stoffe zu ersetzen ist. Ahnlich wie Essigsiureanhydrid wirken, 
wenn auch viel langsamer, verschiedene andere Carbonsaéureanhydride, 
z. B. Benzoesdiureanhydrid. Aber schon, wenn man zu den Saure- 
chloriden*® oder den freien Carbonséuren iibergeht, bleibt die Katalyse 
unter unseren Versuchsbedingungen vollstindig aus. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir 
die Gewahrung von Mitteln zu ehrerbietigstem Dank verpflichtet. 


Racemisierung yon 1-Histidin. 


Monacetyl-l-histidin. 2g reines 1-Histidin wurden mit 10 ccm wasser- 
freier Essigsiure und 1,35 g frisch destilliertem reinen Essigséiureanhydrid 
2 Stunden unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit auf dem siedenden Wasserbad 
erwarmt, dann in der Kalte mit Wasser verdiinnt, bei 12mm Druck ver- 
dampft und dieses noch dreimal unter Zusatz von je 10 com Wasser wieder- 
holt. Der kaum gefarbte, kristallinische Riickstand wurde in 10 ccm 
heiBem Wasser gelést und durch Zusatz von 25ccm Aceton das Acety!- 
l-histidin in Form schéner, schrig abgeschnittener Prismen wieder ab- 
geschieden. Nach einigem Stehen bei 0° wurde abgesaugt und mit wenig 
Aceton, das 30°, Wasser enthielt, gewaschen. Ausbeute 2,2 g entsprechend 
etwa 80% der Theorie. 


—_— 


1 Unter geeigneten Versuchsbedingungen kann man die Racemi- 
sation auch auf weitere Peptidbindungen ausdehnen, woriiber wir spater 
berichten werden. 

2 Beim Acetylphenylalanyl-d-arginin haben schon Bergmann und 
Késter unter ahnlichen Bedingungen die Argininkomponente inaktiviert. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 91, 1927. 

8 Benzoyl-l-asparaginséure wird nach H. Pauly und J. Weir, Chem. 
Ber. 48, 661, 1910, beim mehrstiindigen Verkochen mit Acetylchlorid 
anhydrisiert, aber nicht racemisiert. 
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Zur Analyse wurde aus wenig heiBem Wasser umkristallisiert. Die 
jufttrockene Substanz enthielt 1 Mol Kristallwasser. 


0,1187 g Substanz: 0,1934g¢ CO, und 0,0651 g¢ H,O. 
2,495 mg Substanz: 0,426ccm N (23°, 763mm) (nach Pregl). 


C,H,,0,N, + H,O (215,1). Ber.: C 44,63 H 6,09 N 19,54 
Gef.: C 44,44 H 6,14 N 19,76 


Die wisserige Lésung ergab bei der optischen Untersuchung 


+ 2,62° . 3.4975 


8 a= 
lel}, 1. 1,0114 . 0,2029 


= + 44,7° (in Wasser). 

Auffallenderweise hielt die aktive Acetylverbindung ihr Kristallwasser 
auBerordentlich fest, so daB es nach 120stiindigem Erhitzen auf 100° unter 
5mm Druck und iiber Phosphorpentoxyd noch nicht vollstandig aus- 
getrieben war. Trotzdem handelte es sich bei unserem Praéparat nicht 
einfach um essigsaures Histidin ; denn wir haben uns iiberzeugt, daB Histidin, 
zusammen mit 1 Mol Essigsiure in Wasser gelést, keine wahrnehmbare 
Drehung zeigte unter denselben Bedingungen, unter welchen unsere Mon- 
acetylverbindung [a]p = + 2,62° zeigte. 

Acetyl-l-histidin schmilzt bei 169° (korr.) unter Zersetzung. Es lést 
sich betrachtlich in kaltem Wasser und in warmem Alkohol, leicht in 
warmem Wasser, in Methylalkohol und in Séuren; von den meisten anderen 
organischen Mitteln wird es kaum aufgenommen. 


Bei der Hydrolyse unserer aktiven Acetylverbindung mit der 20fachen 
Menge 2n Salzsiure wihrend einer Stunde in der Siedehitze erhielten wir 
optisch reines ]-Histidin, das tiber das Chlorhydrat (Ausbeute fast quanti- 
tativ) nach dem Silbersulfatverfahren bereitet wurde. 


2,925 mg Substanz: 0,704cem N (24°, 745mm) (nach Pregl). 
Ber.: :N 27,09%. 
Gef.: N 27,12%. 
— 1,45° . 4.1650 


a}! = —~ =a — —40,70° (in Wasser). 

(«J 1. 1,0956 . 0.1476 ( 
Konzentration also 3,5°,. A. Kossel und F. Kutscher fanden bei etwas 
niedrigerer Konzentration (3,18°%) — 39,74°, wiéihrend wir vor kurzem 


- 41,1° in 5°%iger Lésung beobachtet hatten. 

Monacetyl-d, i-histidin. 2g 1|-Histidin wurden mit 10 ccm _ wasser- 
freiem Eisessig und 2,7 g Essigséureanhydrid (2 Mol) 2 Stunden auf dem 
Wasserbad erhitzt, dann unter geringem Druck zur Trockne gebracht'! 
und nochmals mit 10 cem Eisessig und 1,35 g Acetanhydrid ebenso behandelt. 
SchlieBlich wurde das Acetylhistidin genau so isoliert, wie es zuvor fiir das 
aktive Praparat beschrieben wurde, nur daB diesmal mehr Aceton zur Aus- 
fallung verwendet wurde. Ausbeute mindestens 80°, der Theorie. 


Das lufttrockene Acetyl-d, l-histidin enthielt 1 Mol Kristallwasser 
(wie die 1-Verbindung), aber es lieB sich im Gegensatz zum Verhalten der 


1 Verarbeitet man schon an dieser Stelle auf Acetylhistidin, so erhilt 
man ein Praéparat, das noch etwa 7 bis 8% nicht racemisierte 1-Acetyl- 
verbindung enthalt. 
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aktiven Verbindung bei 100° und 0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd sc} 
in einer Stunde zum allergr6Bten Teil austreiben. 


0.6484 g¢ lufttrockener Substanz verloren 0,0555 g an Gewicht 
0.1307 ¢ a - i OO0LI3 ¢ ,, - 
C,H,,0,N, + H,O (215,1). Ber.: H,O 8.36%, 
Gef.: H,O 8,56%, 8,64° 
0,1608 g getrockneter Substanz: 0,2880g CO, und 0,0828¢ H.O 
2.600 mg getrockneter Substanz: 0,485 cem N (21°, 755mm) (nac} 
Pregl). 
C,H,,0,N, (197,1). Ber.: C 48,71 H 5,63 N 21,32. 
Gef.: C 48,85 H 5,76 N 21,52. 


Die 6°,ige wisserige Lésung zeigte im 1l-dm-Rohr keine Spur \ 
Drehungsvermégen. 

Die inaktive Acetylverbindung schmolz bei 148° (korr.) unter Ze: 
setzung, also gegen 20° tiefer als die l|-Form. Sie lést sich ferner ziemlic} 
leicht in Wasser, Methyl- und Athylalkohol, verhalt sich aber sonst ahnlic| 
wie die aktive Form. 

Das bei der Hydrolyse erhaltene Histidin (Ber.: N 27,09%. Gel 
N 26,91°%,) zeigte in 3,5°%.iger wasseriger Lésung und in 1l-dm-Rohr kein 
wahrnehmbare Drehung. 

Racemisation von Benzoyl-l-histidin. Die Monobenzoylverbindung 
nach O. GerngroB' bereitet. zeigte, in kristallwasserhaltigem Zustand in 
n/2 Salzsiure gelést, [a]} = 47,4° und kam bei unserem Versuch i 
wasserfreiem Zustand zur Anwendung. 

1 g dieses Benzoyl-l-histidins wurde in 6 ccm heiBen Eisessigs gelést, 
die Lésung bei 20° mit 0,4 g Essigsiiureanhydrid (1 Mol) versetzt und nac! 
etwa 8 Stunden unter vermindertem Druck verdampft. Auf Zusatz vor 
Wasser und erneutes Verdampfen unter geringem Druck fielen 0,94 ¢ 
Benzoyl-d, l-histidin aus, das keine wahrnehmbare Drehung zeigte, unte: 
Versuchsbedingungen, unter welchen das Ausgangsmaterial ap 2,88 
zeigte. Es war also vollstandige Racemisation eingetreten. Zur Entfernung 
des Kristallwassers wurde vor der Analyse aus Alkohol kristallisiert. 

4,285 mg Substanz (bei 78° und 0,5mm iiber P,O, getrocknet 
0,602 com N (21°, 746mm) (nach Pregl). 

C,,;H,,0,N; (259,1). Ber.: N 16,22. 
Gef.: N 16,01. 

Als wir unter denselben Bedingungen, aber mit nur einem halben Mo! 
Essigsiureanhydrid arbeiteten, zeigte das in verschiedenen Zeitabstanden 
regenerierte Benzoylhistidin : 


i eee cs st Wa = — 47,4° 
nach 8 Stunden. . {aj} — 18,3° (in n/2 Salzséur 
aT cam . . falp = 10,1° 

ae la . . fap 7,7° 

— ere 7,2° 


Unser Versuch zeigt eindeutig, dai die Racemisation nicht im aqui 
molekularen Verhiltnis zur angewandten Anhydridmenge steht. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 50, 1919. 








Mol 


den 





Katalytische Racemisation von Aminosauren. 287 


Als wir weiter mit 1 Mol Benzoesiureanhydrid an Stelle des Acet- 
wnhydrids arbeiteten, waren nach 8 Stunden bei 20° etwa */; racemisiert. 
Gef.: [a]p 9,4°.) 

Monacetyl-d-arginin. 

5 g d-Arginin (aus Gelatine nach dem Benzaldehydverfahren gewonnen) 
wurden mit 25 cem wasserfreiem Eisessig und 2,9 cem reinem Acetanhydrid 
| Mol) 2 Stunden auf dem Wasserbad erwirmt und dann genau so auf 
gearbeitet, wie es zuvor beim Acetyl-l-histidin beschrieben wurde. Am 
SchluB wurde aber in 25 ccm Wasser gelést und durch allmahlichen Zusatz 
von 100 cem Aceton wieder abgeschieden. Dabei schied sich das Acetyl- 
l-arginin zundchst als Ol ab, das aber bald in groben dreiseitigen Tafeln 
oder auch manchmal in langgestreckten Prismen erstarrte. Die Ausbeute 
betrug 5,4g, entsprechend 75%, der Theorie, wobei wir absichtlich die 
Gewinnung weiterer Mengen aus der Mutterlauge unterlieBen wegen der 
veringen Reinheit dieses Anteils. 

Die lufttrockene Acetylverbindung enthielt 2 Mol Kristallwasser, 
die wir bei 78° und 0,5 mm iiber Phosphorpentoxyd bestimmten. 

0.3600 g¢ lufttrockener Substanz verloren 0,0536 ¢ an Gewicht. 

C,H,.O,N, 2H,O (252.2). Ber.: H,O 14,29° 
Gef.: H,O 14,89%. 

06,1103 g getrockneter Substanz: 0,1790g¢ CO, und 0,0747 g¢ H,O. 

3,050 mg getrockneter Substanz: 0,689 cem N (20°, 743 mm) (nach 
Pregl). 

C,H,.O,N, (216,16). Ber.: C 44,41 I 

} 


46 N 25,92. 
Gef.: C 44,26 5 


57 N 25,73. 
Die optische Untersuchung der ygetrockneten Substanz ergab 
, + 0,26° . 3.5870 
(«]j? = ; 5 
1.1,0015.0,1151 


{7 
17 


+ 7,80° (in Wasser). 

Ein anderes Priiparat ergab fal? 7,8°. 

Das Monacetyl-d-arginin léste sich ziemlich leicht in kaltem Wasser 
und in Methylalkohol, schwer in Methylalkohol und den meisten anderen 
organischen Lésungsmitteln. Es fangt im kristallwasserhaltigen Zustand 
gegen 114° an zu sintern und schmilzt gegen 120° teilweise zusammen. 
Im wasserfreien Zustand schmilzt es dagegen bei 270° (korr.) unter Zer- 
setzung. 

Bei der Hydrolyse der frisch bereiteten Monacetylverbindung mit 
2n Salzséure und der Aufarbeitung nach dem Benzaldehydverfahren wurde 
schlieBlich ein d-Argininnitrat erhalten vom Schmelzpunkt 130°. 

2.683 mg getrockneter Substanz: 0,709ccem N (23°, 742 mm) (nach 
Pregl). 

C,H,,0,N,. HNO, (237,16). Ber.: N 29,53%. 

Gef.: N 29,75°,. 
+ 0,98° . 2.6726 
1 . 1,0506 . 0,2481 


Fiir d-Argininnitrat aus Leim hatten wir friiher + 10,14° gefunden?. 
Racemisation mit Acetanhydrid. Als wir 1g Monacetyl-d-arginin mit 
der zehnfachen Menge Eisessig und 0,5 g Acetanhydrid (1 Mol) 2 Stunden 


(eJj,” -+- 10,05° (in Wasser), 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 152, 294, 1926. 








288 M. Bergmann u. L. Zervas: 


bei 90° aufbewahrten und hinterher wieder Monacetylarginin isoliert: 
(Ausbeute 0,85 g), zeigte das Priparat keinerlei Drehung mehr. 

Wir verzichten aber auf die Mitteilung der weiteren analytischen Dat. 
weil Bergmann und Késter schon friiher genau beschrieben haben, da8B m: 
Arginin mit itiberschiissigem Essigsiureanhydrid bei Zimmertemperatur 
in die vollstaéndig racemisierte Monacetylverbindung verwandeln kann. 


Racemisierung yon d-Glutaminsivure. 


Acetyl-d-glutaminsdure’. 2g d-Glutaminséiure wurden mit 15 ccm 
2n Natronlauge gelést und dann abwechselnd in mehreren Portionen 30 ccm 
2n Natronlauge und 3¢ Essigsiureanhydrid unter dauerndem Schiitteln 
und méaBiger Kiihlung zugegeben. Zum Schlu8 wurde noch 20 Minuten 
aufbewahrt, dann mit 18 cem 5n Schwefelsiure versetzt, unter geringem 
Druck zur vélligen Trockne verdampft und mit 40 bis 50 ccm absolutem 
Alkohol in mehreren Portionen ausgekocht. Nach dem Verdampfen des 
Alkohols wurden aus wenig heiBem Wasser 1,6 g Acetyl-d-glutaminsiure 
gewonnen. 

Die lufttrockene Substanz nahm bei 78° und 0,3mm Druck iiber 
Phospherpentoxyd kaum an Gewicht ab. 

0,1279 g Substanz: 0,2081 g CO, und 0,0673 g H,O. 

4,415 mg Substanz: 0,289ccem N (21°, 742mm) (nach Pregl). 

C,H,,0;N (189,1). Ber.: C 44,42 H 5,86 N 7,40. 
Gef.: C 44,38 H_ 5,88 N 7,42. 
[a}2? - + 0,33° . 2.9774 
D 1. 1,0498 . 0,2440 
{in n Natronlauge 10 Minuten nach der Auflésung). 

Monacetyl-d-glutaminséure schmilzt bei 199° (korr.). Bei ihrer Hydrolyse 
mit 2,5 n Salzsiure wihrend 1 Stunde wurden 90°, der Theorie an d-Glut 
aminsaiure-Hydrochlorid erhalten und daraus 85°% der Theorie an freier 
Glutaminsiure (das sind 76% auf die Acety!verbindung berechnet). 

C,H,O,N (147,08). Ber.: N 9,52%. Gef.: N 9,75%. 
91 + 1,42° . 3.4500 
Lali 1. 1,014. 01559 
(in Wasser, das genau 1 Aquivalent Salzsiure enthielt). 

E. Fischer? fand unter denselben Bedingungen fiir synthetische Glut- 
aminsdure + 30,85°, fiir natiirliche + 30,45°. Unsere Monacetyl-d-glutamir 
siure enthielt also zweifellos noch hochaktive Glutaminséure. 

Acetyl-d, l-glutaminsdure. 2g der eben beschriebenen d-Form wurde! 
in 20 cem hei®er, wasserfreier Essigséure gelést, mit 1,05 cem Acetanhydrid 
(1 Mol) versetzt und 2 Stunden unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit auf den 
siedenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Verdampfen unter verminderte: 
Druck und wieder unter sorgfaltigem Ausschlu8 von Feuchtigkeit. hinter)lie! 
ein kristalliner Riickstand, der mit wasserfreiem Ather aufs Filter gebracht 
und sofort iiber Phosphorpentoxyd und trockenem Natronkalk aufbewalhir 


+ 3,83° 


+ 31,0° 


1 Dieser Stoff wurde schon von Herrn Dr. Késter in unserem Labo- 
ratorium im Laufe einer anderen, noch nicht veréffentlichten Versuchsrei! 
bereitet. 

2 Chem. Ber. 82, 2451, 1899. 
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irde*. Ausbeute 1,55g. Schmelzpunkt des Rohprodukts gegen 172 
bis 173° (unkorr.). Die Analyse des Rohprodukts ergab, nachdem es noch 
bei 78° und 0,3 mm getrocknet war: 

0.1110 g Substanz: 0,1813 g¢ CO, und 0,0576 ¢ H,O. 

4.353 mg Substanz: 0,270cem N (23°, 730mm) (nach Pregl). 

C,H,,0;N (189,1). Ber.: C 44,42 H 5,86 WN 7,40. 
Gef.: C 44,55 H 5,81 N 6,87. 

Die Analyse beweist trotz der geringen Unscharfe des Stickstoffwertes 
einwandfrei, daB schon das Rohprodukt aus Acetyl-glutaminséiure bestand, 
ein Nachweis, an dem uns in diesem Falle gelegen sein mute. Wir haben 
aber dieses Rohprodukt noch aus Wasser umkristallisiert und dann vom 
Schmelzpunkt 180° (unkorr.) erhalten. Die Verbindung léste sich leicht 
in Methyl- und Athylalkohol, schwerer in Wasser. 

0,1180 g Substanz: 0,1918 ¢g CO, und 0,0600 ¢ H,O. 

4,470 mg Substanz: 0,296ccem N (23°, 740mm) (nach Pregl). 

Gef.: C 44,33 H 5,69 N 7,43. 


Die Substanz erwies sich, in n-Natronlauge gelést, als optisch véllig 
inaktiv. Ebenso zeigte die durch Hydrolyse erhaltene Glutaminséure als 
salzsaures Salz keine wahrnehmbare Drehung. 


Racemisierung von I-Tyrosin. 


O,N-Diacetyl-l-tyrosin. 5g 1-Tyrosin aus Seide wurden mit 88cem 2% n- 
Natronlauge (7 Mol) iibergossen und die Lésung unter Kiihlung und 
Schiitteln portionsweise mit 11,5 cem Essigséiureanhydrid (4 Mol) versetzt, 
nachdem schlieBlich noch *, Stunden hei 20° aufbewahrt war, wurde mit 
5n-HCl angeséiuert und auf 0° abgekiihlt, wobei sich das Diacetyltyrosin 
rasch in einer Menge bis zu 4,4 g¢ abschied, entsprechend 60°, der Theorie. 

Zur Analyse wurde zweimaj aus kaltem Aceton mit Petrolither und 
dann noch aus wenig kaltem Aceton mit Wasser abgeschieder und bei 78° 
und 0,56mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Farblose Nadelchen vom 
Schmelzpunkt 170° (unkorr.). 

4,995 mg Substanz: 10,820mg CO, und 2,494 mg H,O. 

7,600 mg Substanz: 0,344 ccm N (23°, 756mm) (nach Pregl). 

C.,H,,0O,N (265,1). Ber.: C 58,85 H 5,70 WN 5,28. 

Gef.: C 59,08 H 5,59 N 5,19. 

Bei der Hydrolyse mit 2,5 n-Salzsiure wahrend einer Stunde wurde 

mit 88°, Ausbeute ein Tyrosin (Ber.: N 7,73%. Gef.: N 7,73°,) erhalten, 


dessen 4,6°%ige Lésung in Salsziure von 4% fa}? = — 12,44° zeigte, 
wihrend E. Fischer? fiir synthetisches 1-Tyrosin {a}}} = — 13,2° und fiir 
|-Tyrosin aus Casein — 12,56° fand. 

Racemisierung von 1-T yrosin. 15g Diacetyl-l-tvyrosin wurden in 


6cem heiBer wasserfreier Essigsiure gelést, mit 0,57g¢ Acetanhydrid 
(1 Mol) versetzt~ und 2 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 
Nach dem Verdampfen unter geringem Druck wurde sofort, zur Umwandlung 
in freies Tyrosin, mit 2,5 n-Salzsiure eine Stunde verkocht und in der 


? Wenn es nur auf die praparative Durchfiihrung der Racemisierung 
ankommt, sind natiirlich diese VorsichtsmaBregeln unndétig. 
2 Chem. Ber. 32, 3638, 1900. 
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iiblichen Weise unter Verwendung von essigsaurem Natrium aufgearbeit 
Ausbeute 83°, der Theorie an optisch véllig inaktivem T yrosin. 
3,605 mg Substanz: 0,250 cem N (22°, 754mm) (nach Preg!). 
C,H,,0,N (181,1). Ber.: N 7,73%. 
Gef.: N 7,96%. 


Verhalten der Ester optisch aktiver Acyl-aminosiuren 
gegen Essigsiureanhydrid. 

Wie schon in der Einleitung berichtet, bleibt beiden Estern der acvliert « 
Aminoséuren die Racemisation durch Essigsiureanhydrid aus. Wir fiihrer 
zwei Beispiele an: 

Benzoyl-l-histidin-methylester. Wenn man nach unseren friiheren 
Angaben! den Ester mehrere Minuten mit einem groBen UberschuB vor 
Essigséureanhydrid (15 Mol.) im Sieden halt, so erhalt man erst ein Acet vy! 
derivat, das wir mit Ammoniak wieder in Benzoylhistidinester zuriick 
verwandelten. Wir erhielten auf diese Weise, wie damals schon angegebe: 
ein Priparat von [a]lp 58,6 statt 62,4°. Hierbei ist aber zu lx 
riicksichtigen, daB wir die optischen Eigenschaften des rohen, nicht um 
kristallisierten Priparats untersuchten. Es ist also trotz der sehr energische 
Behandlung mit groBen Anhydridmengen bei der hohen Siedetemperatw 
so gut wie keine Racemisation eingetreten. 

Acet yl-d-glutaminsdure-methylester. 2 ¢ Acetyl-d-glutaminséiure wurde: 
mit tiberschiissigem Diazomethan in methylalkoholischer Lésung verestert 
und das Ganze verdampft, wobei der Ester als Sirup zuriickblieb. Wi 
haben ihn nicht weiter untersucht, sondern direkt mit 10 cem Essigséur 
anhydrid 30 Minuten auf 100° erhitzt, dann wieder verdampft und der 
Riickstand mit 30cem einer 2,5 n-Salzsiure gespalten und auf Glutamin 
siurehydrochlcerid verarbeitet. Ausbeute 75 bis 80°, der Theorie. Das 
Salz zeigte {aj} = -+ 24,8° (in Wasser); das entspricht, auf freie Glutami: 
siure umgerechnet, + 28,5° statt + 30,5 bis 31,0°. 

Genau das gleiche Ergebnis erhielten wir, als wir bei der Erhitzung 
mit Essigsiureanhydrid auch noch 1 Mol wasserfreies Natriumacetat zu 
setzten. Auch in diesen beiden Versuchen war also trotz Anwendung eines 
groBen Anhydridiiberschusses keine nennenswerte Racemisation einget reten 


Racemisation von Glycyl-l-leucin. 
Das optisch-aktive Dipeptid war nicht bekannt. Wir haben es darun 
n Anlehnung an die Vorschrift, die EF. Fischer und O. Warburg? fiir das 
d, 1-Peptid gegeben haben, iiber Chloracetyl-l-leucin bereitet. 
Chloracetyl-l-leucin. Ausbeute 75°, der Theorie. Farblose lang 
Prismen vom Schmelzpunkt 131° (korr.). 
0,1173 g Substanz: 0,1997 ¢g CO, und 0,0731 ¢ H,O. 
3,085 mg Substanz: 0,182 cem N (20°, 742mm, nach Pregl). 
0,1459 g Substanz: 0,1009g AgCl (nach Carius). 
C,H,O,NCl (207,6). Ber.: C 46,24 H 6,80 N 6,75 Cl 17,08. 
Gef.: C 46,43 H 6,97 N 6,71 Cl 17,11. 
Glycyl-l-leucin. Die Aminierung wurde in starker wiasserig-alkoholische! 
Ammoniaklésung bei 20° wahrend zweier Tage unter Schiitteln vorgenomme: 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 150, 1928. 
2 Liebigs Ann. 340, 123, 1905. 
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Das aktive Dipeptid bildet glinzende farblose Blaittchen, die bei 249 
; 250° (korr.) unter Zersetzung schmolzen. 
0,1170g¢ Substanz (bei 100° und 0,5mm iiber P,O, getrocknet): 
1.2192 ¢ CO, und 0,0909 g H,O. 
2.160 mg Substanz: 0,279cem N (22,5°, 753mm) (nach Pregl). 
C,H,,0,N, (188.1). Ber.: C 51,04 H 8,58 N 14,89. 
Gef.: C 51,09 H 8,69 N 14,78. 
’ 1,74° . 3,2367 
aj} eam = — 3¢,2° (in Wasser). 
lady 1. 1,004 . 0,1507 ( ay 
Acetyl-qlycyl-l-leucin. 2g bei 100° getrockneten Peptids wurden mit 
10cem wasserfreiem Eisessig und 1,1 g Acetanhydrid (1 Mol) eine Stunde 
nter AusschluB8 von Feuchtigkeit auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 
dann in der Kalte mit Wasser behandelt, unter geringem Druck verdampft 
und noch wiederholt mit Wasser verdampft. SchlieBlich wurde aus der 
Lésung mit Aceton durch vorsichtigen Zusatz von Ather allmahlich in 
lanzettférmigen Blittchen abgeschieden. 1,7 g. Schmelzpunkt 129 bis 130° 
korr.) unter Zersetzung. 
0,1276g¢ Substanz (bei 56° und 0.5mm iiber P,O, getrocknet): 
0.2449 g CO, und 0,0918 g H,O. 
2.975 mg Substanz: 0,314ccem N (21°, 746mm) (nach Preg/). 
C,0H1g0,N, (230,15). Ber.: C 52,14 H 7,88 N 12,17. 
Gef.: C 52,34 H 8,05 N 12,03. 
1,36° . 1.9483 
2.1,01 .0,0512 


Ziemlich leicht léslich in Wasser, Alkohol, Aceton und Eisessig. 

Acetyl-glycy!-d, l-leucin. 1g aktives Acetyldipeptid wurde, in 3 cem 
wasserfreiem Eisessig gelést, mit 0,48 g Essigsiitureanhydrid (1 Mol) 30 Mi- 
nuten erwirmt. Dann konnte das racemisierte Acetylpeptid durch Ather- 
zusatz direkt in farblosen Blaittchen abgeschieden werden. 0,8 g¢ vom 
Schmelzpunkt 177° (korr.) unter Zersetzung. Die Verbindung lést sich 
etwas schwerer in Wasser, Alkohol und Aceton als die zuvor beschriebene 
|-Form. Zur Analyse wurde aus Aceton kristallisiert und die viereckigen 
Tafeln bei 56° und 0,5mm iiber P,O, getrocknet. 

0,1117 g Substanz: 0,2139 g CO, und 0,0792 g¢ H,0O. 

2,410 mg Substanz: 0,258 cem N (23°, 751mm) (nach Preg/). 

C,9H,,0,N. (230,15). Ber.: C 52,14 H 7,88 N 12,17. 
Gef.: C 52,23 H 7,93 N 12,20. 

Die Substanz lie} nicht die geringste Drehung erkennen. 

Zu dem gleichen véllig inaktiven Praparat gelangt man auch, wenn 
man Glyeyl-l-leucin mit der fiinffachen Menge Essigséiureanhydrid 1 Minute 
auf 100° erhitzt und nach dem Erkalten die abgeschiedenen Kristalle ab- 
saugt, mit Ather unter WasserausschluB8 wascht und sofort trocknet. Ein 
Azlacton wurde dabei nicht beobachtet. 


[«}}, — 25,62° (in Wasser). 


Inaktivierung von d-Phenylalanyl-|-tyrosin. 


Zur Anwendung kam das ziemlich bequem zugéngliche Acetviderivat 
des optisch aktiven Dipeptids'. 1,5 g davon wurden in 15ccem Essigséure 


' Bergmann, Stern und Witte, Liebigs Ann. 449, 296, 1926. 


19° 
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anhydrid aufgekocht und dann 5 





Katalytische Racemisation usw. 


Minuten auf dem siedenden Wasserbid 


unter WasserabschluB erhitzt. Dann wurde zur Trockne verdampft, noch 
mehrmals unter Wasserzusatz verdampft und schlieSlich mit 20 « 
rauchender Salzsiure 4 Stunden gekocht, um direkt auf die freien Amino- 
siuren zu verarbeiten. Dabei wurde ganz Ahnlich verfahren, wie von < 


eben zitierten Autoren angegeben. 


Erhalten wurden 0,6 g d, l-Tyrosin, das 


unter den iiblichen Bedingungen der optischen Untersuchung keine wa! 


nehmbare Drehung zeigte, und 0,4g d-Phenylalanin von [a]p = + 3.2 
(in IT8%-HCl). Die Drehung des reinen d-Phenylalanins wird in de) 
Literatur zu [a]p - . 7,1° angegeben. Also wird in unserem Versuch das 


Tyrosin vollstindig, dagegen das Phenylalanin nur teilweise inaktiviert 


Ausbleiben der Racemisation beim Isovalin. 
lg d-Isovalin, welches im Wasser 
+ 0,949 . 1,2691 


[«]3! 


1. 1,018. 0,1085 


+ 10,7° 


zeigte, wurde mit 10 ccm Essigsiureanhydrid 15 Minuten auf dem siedenden 


Wasserbad erwirmt, dann unter 


vermindertem Druck verdampft, der 


Riickstand mit 20ccm 2,5 n-Salzsiure eine Stunde riickflieBend gekocht 
und wieder verdampft. Das aus dem Hydrochlorid nach dem Silbercarbonat- 


verfahren regenerierte Isovalin (0,7 


in Wasser 


g, ber.: N 11,96; gef.: N 12,07) zeigte 


+ 090° . 1.4137 


[a y 


war also bei der Behandlung mit 


+ 10,26°, 


1. 1,018. 0,1218 


issigsiureanhydrid kaum racemisiert 


M 








en 
ler 
tht 


rte 





Uber die Spaltung 
des Milchsiureithylesters durch Leberesterase’. 


Von 


I. Rona und R. Itelsohn-Schechter. 


Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 6. November 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In Weiterfiihrung unserer Untersuchungen tiber asymmetrische 
Esterhydrolyse durch Fermente haben wir die Spaltung des Milch- 
siureithylesters durch Schweineleberesterase untersucht. Wenn auch 
die schwache Drehung der Milchsiure bzw. des Lactats /der experi- 
mentellen Priifung des Problems einige Schwierigkeit bereitet, so 
konnten wir doch auch in diesem Falle eine asymmetrische Spaltung 
nachweisen, und zwar’ bevorzugt das Ferment sowohl im Racemat 
als auch bei Anwendung der reinen optischen Modifikationen des 
Esters die d-Form. 

Der d, l-Milchséureaithylester wurde aus dem kiuflichen d, !-Zinksalz 
(Merck, Darmstadt) dargestellt, das durch zweimaliges Umkristallisieren 
aus heiBem Wasser noch weiter gereinigt wurde. Je 20 g des lufttrockenen 
Salzes wurden nach Jrvine® mit 48 ccm absolutem Alkohol und 4,2 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure (1,84) versetzt, 7 bis 8 Stunden auf dem 
Wasserbad am RiickfluSkiihler gekocht, die filtrierte Lésung mit K,CQO, 
neutralisiert, filtriert, vom Alkohol abdestilliert, mit Ather geschittelt, 
im Vakuum destilliert. Siedepunkt bei 10mm = 51 bis 52°. 


Darstellung der optisch-aktiven Milchsiureester. 
A. Darstellung der aktiven Zinklactate*. 40g kéuflicher Milchsiéiure 
werden mit 400 ccm destillierten Wassers 7 Stunden am RiickfluBkihler 
gekocht, dann wird die heiSe Lésung auf dem Wasserbad portionsweise 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 J.C.Irvine, Soc. 75, 484. 

3 Derselbe, ebendaselbst 89, 935, 1906. 
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mit Morphin versetzt. Verbraucht wurden 130 yg (theoretisch 135 
Es wird schnell filtriert. Nach dem Erkalten fallt 1-Morphinlactat au: 
[alp = 92,3° (nach Irvine — 91.8°). Durch Einengen der Mutterlaux 
wurden weitere Fraktionen erhalten. Ausbeute 65g. Die Mutterlauy 
enthalt das (d)-Lactat. 


Verarbeitung der Morphinlactate. a) Das_ 1-Morphinlacta: 
wird in méglichst wenig heiBem Wasser gelést, zur Ausfallung des Mo; 
phins mit verdiinntem Ammoniak versetzt, das Filtrat auf dem Wasse; 
bad auf etwa die Halfte des Volumens (etwa 200 cem) eingeengt, dann 
mit 20 g CaCO, zum Sieden erhitzt?, hei® filtriert, das Filtrat bis zur schwac! 
sauren Reaktion mit Oxalsiure versetzt, rasch vom ausgeschiedenc 
Calciumoxalat abfiltriert, dann im Wasserbad bis zur neutralen Reaktic) 
mit ZnO (etwa 20 g) erhitzt, filtriert, das Filtrat stark eingeengt, das aus 
geschiedene Zinksalz zweimal aus heiBem Wasser umkristallisiert. Aus 
beute 7,5 ¢ d-Zinklactat. 0,332 ¢ lufttrockener Substanz in 10 cem Wasse; 
zeigten im 1-dem-Robr bei 24° eine Ablenkung von + 0,23°. [a /##= + 6,92 
b) Bei der Verarbeitung des d-Morphinlactats wurde die Mutterlaug: 
mit NH, versetzt, das Filtrat wie oben behandeit. Der sirupése Riickstand 
wurde auf dem Tonteller und durch wiederholtes Umkristallisieren aus 
heiBem Wasser rein gewonnen. Ausbeute 12 g. 0,25 g lufttrockener Substanz 
in 10 ccm Wasser zeigten im 1-dem-Rohr bei 24° eine Ablenkung von — 0,20! 
[alp - 8,0°. 

B. Darstellung der aktiven Milchsduredthylester aus den Zinksalze, 
erfolgte analog der Darstellung des d, l-Esters wie oben. (+-) Milchséure 
ester. Siedepunkt bei 10 mm 5!°; [a iD + 10,42°. (—) Milchséiureeste: 
Siedepunkt bei 10mm 51°; [a WA 9,75°. 





Der Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeit des d-, des 1- und 
des d,1l-Esters erfolgte, wie in deh friiheren Versuchen, mittels der 
gasanalytischen Methode. Die Trége wurden mit 0,5 cem einer 2 °,igen 
Léisung von Milchsdureithylester in Ringer 30 (auf 100 ccm Ringe: 
30 cem 1,26°,ige NaHCO,) und 1,0 ccm in Ringerlésung geléstem 
Ferment (Schweineleberesterase; Ammoniakauszug 1: 130, Ringer 30) 
gefiillt. Die Abb. | bis 3 zeigen die Bevorzugung der d-Form gegeniiber 
den beiden anderen Isomeren. 

Bei der Untersuchung der asymmetrischen Verseifung des Racemats 
wurde die elektrotitrimetrische Methode von Rona und Ammon an 
gewandt. 4,0 ccm jedesmal frisch hergestellten d, 1-Milchsaureathy! 
esters (spezifisches Gewicht 1,0308) und 75 ccm destillierten Wassers 
wurden mit n/l0 NaOH auf den Neutralpunkt gebracht, 15,0 ccm 
Ferment zugesetzt und durch dauerndes ZuflieBenlassen von n/2 NaOH 
der px konstant gehalten. Nach einiger Zeit (etwa nach einer Stunde 
wurde die Hydrolyse unterbrochen. (Die Eigenhydrolyse des Esters 
wurde in einem Kontrollversuch bestimmt; sie betrug | bis 2°, 


' Vel. C. Neuberg und M. Kobel, Annal. Acad. Scient. Fennicae, Ser. A 
XXIX, Nr. 8, 1927. 
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Bei der Untersuchung des Hydrolysenproduktes wurden stets « 
Versuche vereinigt und gemeinsam verarbeitet. 


Von dem entstandenen Natriumlactat wurde der unverseifte Es 
durch Atherextraktion abgetrennt, der wiasserige Riickstand eingeer 
mit einigen Kubikzentimetern verdiinnter Schwefelséure zur Freimachu 
der Milchséiure versetzt und die Fliissigkeit wiederum bis zur Erschépfu 
der Atherextraktion unterworfen. Der wasserige Riickstand zeigte kei 
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Abb. 3 
d,|, dlsMilchsaureathylester, etwa 1°/,ige Lésung. Schweineleberesterase, Ammoniakauszuy 
(1+ 130 Rgo). 


Drehung. Nach Abdampfen des Athers blieb die Milchsaure als dlige Fliissig 
keit zuriick. Die Riickstaénde von je drei Versuchen wurden vereinigt und 
unter Zugabe von Wasser und einem Uberschu8 von ZnO in einem lebhaft 
siedenden Wasserbad etwa eine halbe Stunde erhitzt, vom tiberschiissige: 
Zinkoxyd abfiltriert, das Filtrat etwas eingeengt und abgekiihlt. 

Das ausgeschiedene Zinklactat wurde abgesaugt, an der Luft 
trocknet und polarisiert. Die Lésung zeigte keine Drehung. 


Die Mutterlauge enthielt die optisch aktive Modifikation des 
(leichter léslichen) Zinksalzes. Im 2-dm-Rohr wurden folgen«d 
Drehungen gefunden: 


In der ersten Versuchsreihe 


+ zweiten - 
» dritten = 
vierten 


Auch nach den Analysen war das 
lactat racemisch, wihrend die Mutterlauge nach dem Einengen Kristal! 
von optisch aktivem Salz ergab. 


058° 
0,37° 
0,24° 
0,26° 


zuerst ausgeschiedene Zink 
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0,1773 g lufttrockenes Salz lieferten 0,0486 ¢ ZnO. Auf Zn(C,H,0O,), 
3 H,O ber. ZnO 27,24°%, gef. 27.46%. [Ber. auf Zn(C,H,O,), + 2H,O 
aire ZnO 0,0514 g, entsprechend 28,99°%,.] 

1. 0,1788 g lufttrockenes Zinklactat (aus der Mutterlauge) ergaben 
0,0530 g ZnO. Auf Zn(C,H,O,), + 2H,O ber. ZnO 29,02%, gef. 29,58 %. 
Ber. auf Zn(C,H,O,),. + 3 H,O ware ZnO 0,0487 g, entsprechend 27,23 °%,.] 

0,1687 @ lufttrockenes Zinklactat (aus der Mutterlauge) ergaben 
0,0498 g ZnO. ZnO ber. auf 2H,O 29,04%, gef. 29,51°,. (Ber. auf 3H,O 
waren 0,0460 g, entsprechend 27,20°%%.) 

2. 0,1813¢g lufttrockenes Zinklactat (aus der Mutterlauge) ergaben 
0,0532 ¢ ZnO. ZnO ber. auf 2 H,O 29,01°%, gef. 29,34°%. (Ber. auf 3H,O 
waren 0,0494g, entsprechend 27.24%.) 

3. 0,0965 ¢ lufttrockenes Zinksalz (aus der Mutterlauge) ergaben 
0,0283 ZnO. ZnO ber. auf 2H,O 29,01°,, gef. 29,32%. (Ber. auf 3H,O 
waren 0,0263 g, entsprechend 27,25 %,.) 

Zur Feststellung der optischen Aktivitat der Esterriicksténde wurden 
diese (von einigen Versuchen vereinigt) mit verdiinnter Natronlauge langere 
Zeit auf dem Wasserbad erwarmt, dann mit verdiinnter Schwefelséure 
versetzt, mit Ather extrahiert, der élige, atherische Riickstand mit Wasser 
und ZnO im Wasserbad erwarmt, das aus dem Filtrat ausgeschiedene Zink- 
lactat getrocknet und in wisseriger Lésung polarisiert. Es war keine 
Drehung zu beobachten. Hingegen zeigte die Mutterlauge im 2-dem-Rohr 
eine Drehung von 0,12°. 


Die Untersuchungen ergeben, dal die Schweineleberesterase 
sowohl im Racemat des Milchsaureathylesters, als auch bei den einzelnen 


optisch aktiven Modifikationen des Esters die d-Form beyorzugt 








Beitrige zur Frage der fermentativen Eiweibsynthese’. 


Von 


P. Rona und H, A. Oelkers. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin.) 


(Eingegangen am 6. November 1928.) 


Auf Grund der Arbeiten von Henriques und Gjaldbaek* und 
besonders von Borsook und Wasteneys* wurde bereits einmal von uns 
Stellung zu der Frage einer fermentativen Eiweif}synthese genommen 
Wasteneys und Borsook fiihrten als Stiitze fiir ihre Anschauung, dali 
aus durch Pepsin abgebautem EiweiB unter geeigneten Bedingungen 
héher molekulare Eiweifverbindungen entstiinden, vor allem den 
Nachweis einer Abnahme des Aminostickstoffs im Ferment-Substrat- 
gemisch* an. AuBerdem legten sie Wert auf den Nachweis einer ge 
ringeren Léslichkeit des neuen Produktes. Héherer molekularer Bau 
sollte mit einer geringeren Léslichkeit parallel gehen. 

In einer friiheren Mitteilung konnten die Befunde von Wasteneys 
und Borsook fiir das Pepsin bestatigt werden. Bei pg 4 bis 5 und bei 
Verwendung hochkonzentrierter Lésungen von Eiweibabbauprodukten 
konnte das Auftreten schwer lislicher Kérper eine starke Zunahme 
der Fillbarkeit durch Trichloressigsiure und einen Schwund von 
freiem Amino-N hervorrufen. Im Widerspruch mit der Annahme 
daB es sich hierbei um eine Synthese handeln kénnte, standen aber 
die Befunde an den gleichzeitig untersuchten COOH-Gruppen. Es 
hatte den Anschein, als ob diese sich unverandert verhielten. Ein« 
an einigen Ansitzen gleichzeitig durchgefiihrte Untersuchung de: 
N H,-Verhialtnisse schien dafiir zu sprechen, daB eine der N H,-Abnahme 
entsprechende NH,-Zunahme stattgefunden habe. Die damals mit- 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutsche: 
Wissenschaft. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 485, 1911; S81, 439, 1912. 

3 Journ. of biol. Chem. 72, 15, 563, 575, 633, 675, 1925. 

* Vgl. auch den entsprechenden Befund bei Henriques und Gjaldbae/ 
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yeteilten Versuche konnten daher nicht im Sinne einer EiweiSsynthese 
ygewertet werden. 

Eine zuverliassigere Einsicht in das Verhalten des Ammoniaks 
wihrend der Fermentwirkung als uns bei unseren damaligen Unter- 
suchungen zu Gebote stand, bietet uns die inzwischen von Parnas 
durchgearbeitete Methodik der Ammoniakbestimmung. Auch _ ver- 
anlaBten uns Zweifel an den damaligen Befunden, die Carboxylgruppen 
betreffend, die bei der Nachrechnung einiger der damaligen Versuche 
entstanden, unsere friiheren Ergebnisse mit teilweise verinderter 
Technik (s. unten) nachzupriifen. Sie konnten bestatigt werden, was die 
Zunahme der Fallbarkeit und den Schwund an N H,-Gruppen betrifft; 
doch konnte jetzt eine dem NH,-Schwund entsprechende Abnahme 
der Carboxylgruppen nachgewiesen werden. Die Untersuchung des 
Verhaltens des Ammoniaks zeigte auBer in den ersten Versuchen 
(Vers. I bis X11), die mit nicht ausreichender Pufferung vorgenommen 
wurden, ein Konstantbleiben des NH,-Stickstoffs. Unsere Befunde 
stehen demnach in guter Ubereinstimmung mit denen von Wasteneys 
und Borsook. Das bei der Pepsinsynthese gewonnene Produkt wird 
bei pu 1,5 von Pepsin abgebaut. Die Versuche tiber die synthe- 
tische Wirkung des Trypsins fiihrten zu Ergebnissen, die mit denen 
der friiheren Mitteilung iibereinstimmten. Es fanden sich Zunahme 
der Fallbarkeit waihrend der Fermentwirkung und Zunahme von freiem 
Amino-N und den Carboxylgruppen. Auch hier bleibt der Ammoniak- 
N-Wert konstant. 


Ausgangsmaterial. 


Ovalbumin. 24,0 ¢ Ovalbumin (Merck) werden in Wasser gelést unter 
tropfenweisem Zusatz von n NaOH. Danach wird gegen Lackmus mit 
n Salzsiure neutralisiert. Dann werden 80 ccm einer Phosphatpufferlésung 
zugegeben, die durch Zufiigen von I6cem n NaOH zu 100ccem mol. 
Phosphorséiure hergestellt wurde, und dann mit Wasser auf 800 ccm auf- 
gefiillt. Jetzt wird der py der Lésung mit der Glockenelektrode fest gestellt 
Meist sind noch einige Kubikzentimeter mol. Phosphorséure nétig, um 
die Lésung auf px 1,7 zu bringen. Dann wird Pepsin (Pharm. Brit.) 
in Substanz (zu 0,5°,,) zugesetzt. Die Lésung wird mit Toluol iiberschichtet 
und zur Verdauung in den Brutschrank (38°) gebracht. Der Nachweis 
des Verdauungsgrades erfolgt nach van Slyke, Linderstrém-Lang und 
Willstatter. Priifung auf Fallbarkeit durch Trichloressigsiiure. Ungefaihr 
nach 14 Tagen wird die Ovalbuminlésung im Vakuum bei 38° eingeengt ; 
vorher ist die Lésung zu filtrieren. Aus 800 ccm erhalt man etwa 50 ccm 
einer klaren, gelbbraunen, dickfliissigen Lésung, die bis zur weiteren Ver- 
arbeitung im Eisschrank unter Toluol aufbewahrt wird. 


Serumalbumin. Mehrere Liter Pferdeserum werden zur Ausfallung der 
Globuline mit der gleichen Menge gesiittigten Ammonsulfats versetzt; 
das Filtrat wurde unter Toluol in Diffusionshiilsen (Schleicher u. Schiill) 
gegen flieBendes Wasser dialysiert. Nach ungefihr 10 bis 12 Tagen ent- 
hielt die Albuminlésung kein Ammonsulfat mehr; sie wurde im Gdde- 
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Straubschen Apparat zur Trockne eingeengt. Es wurde dann eine etwa 
3°.ige Lésung hergestellt, die, wie oben beim Ovalbumin_ beschrieb« 
mit Phcsphat stark gepuffert, durch Pepsin verdaut und danach ebenfa 
eingeengt wurde. 


Ansdtze fiir die Syntheseversuche. 


10 ccm der eingeengten Ovalbuminlésung werden mit der Glock: 
elektrode durch tropfenweises Zusetzen von 3n Natroniauge auf den 
gewiinschten py (s. Tabelle 2. Kolumne) gebracht. Hiervon werden 5 ccm 
in ein 25,0-cem-Kélbchen pipettiert, das dann bis zur Marke mit Wasser 
aufgefiillt wird. (Ansatz A, der sofort untersucht wird.) Weitere 6 ccm 
werden in ein Reagenzglas gebracht, in die nach Vorschrift von Wastene »s 
und Borsook 0,6 g¢ Pepsin (Pharm. Brit.) hineingeriihrt werden (Ansatz }3). 
Danach wird sorgfaltig mit Toluol iiberschichtet, das Reagenzglas verkorkt 
und fiir 48 Stunden bei 37 bis 38° in den Brutschrank gestellt. Der Ansatz 
sieht zunichst klar aus; nach wenigen Stunden tritt ein Triibung aui 
Nach 24 Stunden wird griindlich umgeschiittelt, und es werden 5cem ab 
pipettiert, in ein Kélbchen zu 25 cem, das dann mit Wasser zur Marke auf- 
gefiillt wird. Ansatz XVIII (Ovalbumin) und ITI (Serumalbumin) werden so 
behandelt, daB nach der Umstellung auf py 4,32 bzw. 4,02 gleich Pepsin 
(zu 10°,) in das gesamte Substrat eingeriihrt wurde, dann je 5,0 cem in 
je ein Kélbchen von 25cem (A und B) hineinpipettiert wurde. A wurce 
gleich mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und sofort untersucht. B kam 
vor der Auffiillung und Untersuchung mit Toluoliiberschichtung fiir 
48 Stunden in den Brutschrank. 

Die Ansitze beim Serumalbumin wurden ebenso behandelt. Das 
Umstellen auf py 4,0 bis 4,2 erfolgte mit n NaOH. 

Es sol! ein Beispiel der Aufarbeitung der Ansitze genau mitgeteilt 
werden. (Ansatz IX, Tabelle I). ’ 

Untersuchung vom Ansatz A. Das Kélbchen, in das 5,0 cem hinein- 
pipettiert wurden, wird auf 25,0 ccm aufgefiillt, durch Umschiitteln sorg 
faltig gemischt. (Vor jeder Entnahme wird griindlichst gemischt.) 


1. Gesamt-N. In zwei Kélbchen von 10,0ccm werden je 1,0 ccm 
Ansatzverdiinnung pipettiert ; die Kélbchen werden mit Wasser zur Marke 
aufgefiillt, aus jedem Kélbchen werden dreimal je 1,0 ccm im Kjeldahl- 
kolben verascht. Vorgelegt 10,0cem n/100 H,SO,. Titriert mit n/100 
NaOH. Indikator Methylrot. Verbraucht wurden 1. 4,51, 2. 4,48, 3. 4,49, 
4. 4,47, 5. 4,47, im Mittel 4,49ccm n/100 NaOH. Blindwert 0,01 ccm 
n/100. Verbraucht 4,48 ccm n/100 NaOH. Titer der Lauge 1,01, also 
4,52cem n/100 NaOH. Bleiben 5,48cem n/100 H,SO, = 0,76; mg N 

2. Rest-N. Je 1,0 ccm der Ansatzverdiinnung werden in je zwei Kélb 
chen von 10 ccm eingefiillt, die dann nach Zusatz von je 2,0 cem 10% iger 
Trichloressigsaurelésung zur Marke aufgefiillt werden. Dann filtriert man 
und hehandelt wie oben. Vorlage 10 ccm n/100 H,SO,. Verbrauchte Lauge: 
1. 4,97, 2, 4,94, 3. 4,95, 4. 4,94, 5. 4,92, 6. 4,93 ccm, im Mittel 4,94—0,01 
(Leerwert). 1,01 (Titer der Lauge) = 4,98 ccm verbrauchte Lauge. Ce- 
bunden 5,02 cem n/100 H,SO, = 0,70,mg N. Also 7,0,mg N in 1,0 ccm 
verdiinntem Ansatz, d. h. 35,15 mg Rest-N in 1,0 ccm des unverdiinnten 
Ansatzes. 

3. Van Slyke. Die Untersuchung geschieht bei 22° und 762mm Hg. 
Leerwert des Apparats 0,17ccm. Es werden zwei Bestimmungen von 
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1,0 cem Ansatzverdiinnung ausgefiihrt. Es finden sich 3,42 und 3,36 cem, 
1 Mittel 3,39 — 0,17 = 3,22 cem = 1,81, mg N. In 1,0 cem unverdiinntem 
nsatz sind 9,09mg NH,-N. 


4. Linderserém-Lang (vgl. Hoppe-Seyler 178, 322). Titriert wird mit 
n /l0alkoholischer Salzsaure (90 °,igem Alkohol) in Aceton. Indikator: Benzol- 
azo-a-naphthylamin (Naphthylrot). Es wird nach der Vorschrift tropfenweise 
Salzséure bis zur Rotfarbung und dann Aceton bis eben zum Verschwinden 
der Rotfarbung zugefiigt. Die letzten 5,0 cem Aceton werden auf einmal 
zugegeben und dann rasch auf Rosa titriert. Zur Kontrolle wird dann 
bei der nachsten Titration der gréBte Teil der gefundenen Salzsiiure auf 
einmal zugegeben und dann das Aceton. Meist werden dann einige Tropfen 
Salzsiiure mehr verbraucht. 1. 3,26cem n/10 HCl. Es werden jetzt 2,0 cem 
n/10 HCl auf einmal zugegeben. 2. 3,31, 3. 3,27, 4. 3,28, 5. 3,29cem. Mittel 
3,28 ecem. Titer der Séure 1,25. 4,12, cem n/10 HCI fiir 1com verdiinnten 
Ansatz, d. h. 20,62 cem n/10 HC! fiir 1 cem unverdiinnten Ansatz. 


5. Willstdtter. 2,.0cem Ansatzverdiinnung + 3,0 ccm _ destilliertes 
Wasser +- 5,0 cem absoluter Alkohol + 10cem 0,5°ige alkoholische 
Thymolphthaleinlésung. Es wird mit 0,2 n alkoholischer KOH zum ersten 
schwach blaulichen Ton titriert, danach werden 40,0 ccm siedender absoluter 
Alkohol hinzugefiigt und unter starkem Umriihren bis zum Auftreten 
des ersten griinlich-blauen Farbtons titriert. Es wurden gefunden: 1. 5,86, 
2. 5,89, 3. 5,84, 4. 5,85 cem 0,2n KOH, im Mittel 5,86cem. Titer 0,814, 


also 4,77ccem 0,.2n KOH. Fiir 10cem unverdiinnten Ascheauszug 
23,85ccem 0.2n KOH, 
6. Parnas. Je 1,0cem Ansatzverdiinnung -+ 5,0cem Boratlésung 


(nach Parnas) werden untersucht. 5,0 ccm Destillat werden, mit 2,0 ecm 
Nesslerreagens! versetzt und auf 10,0 ecem aufgefiillt. Als Vergleichslésung 
werden 5,0 ccm einer Leerdestillation mit 2,0 ecem einer Ammoniumstandard.- 
lésung, die 25 ug NH,-N im Kubikzentimeter enthalt. versetzt, dazu kommen 
2.0cem Nesslerreagens, dann wird ebenfalls auf 10,0 ccm aufgefiillt. Im 
Kolorimeter (von Schmidt und Haensch) finden sich bei Einstellung der 
Vergleichslésung auf 25,0ccem fiir die untersuchte Lésung 20,21 und 
20,07 cem, im Mittel 20,14 cem = 62,54 ug NH,-N oder 0,313 mg fiir 1 cem 
unverdiinnten Ansatz. Die Nachdestillationen enthalten nur den Leerwert 
(etwa 3 ng) an NH,-N. 


Zur Berechnung der Tabellen. In der ersten Reihe sind die im 
Ansatz A gefundenen Werte (fiir 100cem Ansatz) angegeben. Die 
zweite Zeile zeigt die Ansitze unter Beriicksichtigung der Werte bei 
Zusatz des Pepsins. Es folgen dann die Werte fiir die Ansitze B 
in der dritten Zeile. In den Kolumnen 9 bis 13 sind die ein- 
geklammerten Zahlen durch Subtraktion der Werte des Ansatzes B von 
denen des Ansatzes A + Pepsin (P.) gewonnen worden. Beriicksichtigt 
man den verschiedenen Gehalt an Gesamt-N bei den zu vergleichenden 
Ansatzen, so kommt man zu den nicht eingeklammerten Zahlen derselben 
Rubrik. Man bezieht die Werte auf den Stickstoffgehalt von Ansatz A 
+ Pepsin. Durch Division von 4,18 mit 3,97 erhalt man den Faktor 1,053. 
Der B-Wert fiir van Slyke wird danach multipliziert zu 0,64. Die Differenz 
dieses Wertes zu A + Pepsin ergibt sich zu 0,35 g, entsprechend 25,0 cem 


1 Vel. Kleinmann, diese Zeitschr. 179, 293, 1927. 
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n NH,. Die Werte fiir Willstdtter und Linderstrém-Lang ergeben sich na 


30. 25 29,1 . 25,0 
en Cay. “a= zu 28,2 bzw. 26,8. 
27,1 27.1 


Ammoniakhestimmung. Bei den ersten Bestimmungen wurde ¢ 
von Parnas angegebene Boratlésung benutzt. 12,404g Borsiure 100,0c¢cm 
n Natronlauge in 1 Liter. 250,0cem dieser Lésung werden mit 100 ccm 
n/10 Natronlauge verdiinnt. Diese Pufferung war jedoch zu schwach fiir 
das zu untersuchende Material. Vcn Ansatz XIII ab wurde eine Lésung 
hergestellt, die die vierfache Menge an Borsiure und Natronlauge enthie!+ 
leem Ansatzverdiinnung mit 2.0 cem dieser Pufferlésung ergaben bei 
wiederholten Messungen py 9,2 bis 9,3. Bei einigen besonders hoch konzen- 


trierten Ansiitzen wurden 0,5cem der Ansatzverdiinnung 2.0 cem der 
Pufferlésung untersucht. Unter diesen Bedingungen wurden im Ansatz B 
und im Ansatz A + Pepsin etwa dieselben Ammoniakwerte gefunde: 


Trypsinversuche. Nach der Umstellung auf den gewiinschten py (5,7) 
wird das Substrat wie bei den oben beschriebenen Pepsinversuchen by 
handelt, nur da®8 statt Pepsin Pankreatin Rhenania (zu 10°) zugefiigt 
wird. Die Untersuchung verlépft dann genau, wie bereits bei den Pepsin- 
versuchen geschildert wurde. 

Die Verdauungqsversuche. 15,0ccm abgebauter, eingeengter Ovalbumin- 
lésung werden auf py 4,1 gebracht. Das Gemisch bleibt nach Pepsinzusatz und 
mit Toluol versetzt 48 Stunden im Brutschrank. Danach wird umgeriihrt und 
filtriert. Der auf dem Filter bleibende Niederschlag wird mehrmals mit 
destilliertem Wasser gewaschen, dann in ein Kélbchen gebracht, mit 25 cem 
Wasser und einigen Tropfen n NaOH méglichst zur Lésung gebracht. Von der 
friiher beschriebenen Phosphatpufferlésung werden 15,0 cem zu 20,0 cem 
der Plasteinlésung hinzugefiigt; dazu kommen 20,0 cem einer 2,5°igen 
Pepsinlésung. Nach dem Umschiitteln werden 20,0 cem in ein Kélbchen 
abpipettiert (B), das fiir 24 Stunden in den Brutschrank kommt. Der 
Rest (A) wird sofort untersucht. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Unter den von Wasteneys und Borsook angegebenen Bedingungen 
konnte aus lislichen EiweiBabbauprodukten unter der Wirkung von 
Pepsin das Auftreten schwer léslicher Produkte beobachtet werden. 

2. DaB es sich hier um synthetische Produkte handelt, dafiir 
spricht die Abnahme an freiem Aminostickstoff, nachgewiesen nach 
van Slyke und Linderstrém-Lang, und die gleichzeitige entsprechende 
Abnahme freier Carboxylgruppen, nachgewiesen nach Willstdtter. Dies 
steht in Ubereinstimmung mit den Angaben von Wasteneys und Borsool 

3. Bringt man das entstandene synthetische Produkt wieder mit 
Pepsin zusammen, so erhalt, man unter den fiir die peptische Spaltung 
optimalen py-Bedingungen einen Abbau durch Pepsin, nachgewiesen 
durch Zunahme der Amino-N und der Carboxylgruppen. 

4. Auch bei der tryptischen Verdauung treten schwer losliche 
Produkte auf, doch spricht der Nachweis einer Zunahme von Amino-N 
und der Carboxylgruppen fiir einen weiteren Abbau. 
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Fermentative EiweiBsynthese. 
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Zur Freilegung des Invertins aus der Hefe'. 


Von 
Richard Willstiitter und Wolfgang Grassmann. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie de: 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Eingegangen am 8. November 1928.) 


Theoretischer Teil. 


Die Freilegung eines Enzyms aus der lebenden Zelle, z. B. der des 
Hefepilzes, ist eine Erscheinung, die eindringendere Untersuchung 
verdient. Es scheint uns, daB hierfiir durch die Analyse der proteo 
lytischen Hefeenzyme und allgemeiner durch die Untersuchungen iiber 
die Spezifizitat der tierischen und pflanzlichen Proteasen eine Vor 
bereitung geschaffen worden ist. 

Eine Untersuchung von R. Willstdtter und F. Racke® iiber die Iso 
licrung des Invertins aus der Hefe hat zu dem Ergebnis gefiihrt, dab 
das Invertin in der Hefezelle in freier, léslicher Form vorhanden ist 
,,Es ist nicht oder nur locker an Bestandteile des Zellinhalts oder der 
Zellwand adsorbiert, ... aber durch eine mechanische Einrichtung 
durch einen Ortlichen Schutz, vor der Diffusion véllig geschiitzt 
Daher ,,verlaBt das Invertin weder die lebende noch die abgetiétete 
Hefezelle, solange ihre Membran nicht abgebaut ist“. ,,Die zucker 
hydrolysierenden Enzyme lassen sich daher auf zwei Weisen aus der 
Hefe isolieren und in Lésung iiberfiihren: aus der in der Form un 
versehrten Zelle durch enzymatische Freilegung, die im Polyoseabbau 
besteht®, und rein mechanisch, nicht einfach durch AufreiBen oder 


1 In vorliufiger Form wurde diese Arbeit, deren Versuchsteil aus dem 
Jahre 1924/25 stammt, in die im Druck befindliche Sammlung ,,Unter- 
suchungen iiber Enzyme“ (Bd. I, 8. 850) aufgenommen. Die vorliegen«: 
Fassung ist in der theoretischen Einleitung wesentlich verbessert und ¢: 
weitert. 

2 Ann. d. Chem. 427, 111, 1921. 

% Ob es sich wirklich um Polyoseabbau handelt, muB8B nachgeprii't 
werden. 
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Zerkleinern der Zelle, sondern durch die véllige Zerstérung der Zell- 
ruktur.** 

Es gelang in jener Arbeit, die Invertin freilegenden Enzyme der 
Hefe abzutéten, z. B. durch Behandeln der frischen Hefe mit Essigester 
in der Warme, so dab kein Herauslésen des Invertins durch autolytische 
Vorgange mehr méglich war. Dann lieBen sich die so abgetéteten 
Hefezellen sogar durch fremde Proteasen, nimlich durch tierische, 
durch Pepsin oder Trypsin, weitgehend entleeren, ohne daB zugleich 
Saccharase in Lésung ging. ..Der Eiwei®Binhalt der Hefe wird dadurch 
mit dem Erfolg abgebaut, dab tiber */, bis zu */, der Hefetrocken- 
substanz in Lésung iibergefiihrt werden, wahrend die Riickstinde 
der Hefezellen die Rohrzucker invertierende Wirkung unvermindert 
oder fast unvermindert besitzen.“‘ Die proteolytisch entleerte Hefe 
lieferte schlieBlich ihr Invertin in wasserige Lésung bei der Einwirkung 
von Enzympraparaten, deren hoher Gehalt an Carbohydrasen bekannt 
ist, namlich von Tannase und von sogenannter Malzamylase, d. h. von 
Malzextrakt. Die ganze Menge Saccharase lieB sich so den Heferesten 
entziehen, zugleich mit sehr groben Mengen Hefegummi. 

Aus diesen Beobachtungen war zu schlieBen, dab die enzymatische 
Freilegung des Invertins im Abbau einer das Invertin abschlieBenden 
Membran besteht. Die Zerstérung dieser Membran kann aber auf 
andere Weise als durch Carbohydrasewirkung erfolgen. Wir sind von 
Herrn Leo Wallerstein, Besitzer der Wallerstein-Laboratorien in New York, 
der unsere Untersuchungen schon des 6fteren mit wertvollen Anregungen 
und Materialien geférdert hat, auf die Anwendbarkeit des Papains 
fiir den gleichen Zweck hingewiesen worden. In der Tat wird gemab 
den nachstehenden Versuchen aus der durch Trypsin- oder Pepsin- 
wirkung entleerten Hefe die Saccharase durch Papain, das nicht etwa 
amylasehaltig ist, ahnlich wie durch Malzenzym freigelegt und in 
Lisung tibergefiihrt. Papain leistet hier also einen Abbau, der durch 
Pepsin oder Trypsin nicht erzielt werden konnte. Dies ist nach den 
Untersuchungen der letzten Jahre nicht mehr tiberraschend. Denn 
auch beim stufenweisen Abbau des Clupeins' und des Histons* kann 
die Pflanzenprotease in ihrer spezifischen Wirkungsweise durch die 
beiden tierischen Verdauungsenzyme nicht oder nicht vollstandig 
ersetzt werden. Dab gerade das Papain an die Stelle des fiir die Invertin- 
freilegung normalerweise verantwortlichen Hefeenzyms zu_treten 
vermag, ist nach dem erreichten Stande unserer Kenntnis von den 
Hefeproteasen wohl verstandlich. Eine Untersuchung von W. Grassmann 


1 EB. Waldschmidt-Leitz, A.Schdjier und W.Grassmann, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 156, 68, 1926. 


2 BE. Waldschmidt-Leitz und G. Kiinstner, ebendaselbst 171, 290, 1927. 
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und H. Dyckerhoff' hat vor kurzem zu dem Ergebnis gefiihrt, dai 
das auf die Spaltung unversehrter EiweiBkérper eingestellte Hef 

enzym, die Hefeproteinase, ,,in seinen wesentlichen Eigenschaften mit 
dem Papain itibereinstimmt und wie dieses durch Blausiure und 
Schwefelwasserstoff sowie durch noch unbekannte biologische Akt; 
vatoren in seiner Spezifitat beeinflubt wird’’. Es hat sich weiter e: 
geben, ,,daB das aktivierte Papain die Hefeproteinase in ihrer spezifischen 
Wirkung bei der Gelatinehydrolyse vollkommen zu ersetzen vermag 

Die Annahme erscheint also gut gestiitzt, daB bei der Freilegung des 
Invertins der Hefeproteinase und vermutlich auch ihrem Aktivator 
eine wesentliche Rolle zufallt. 


Die schiitzende Schicht, von deren Auflésung die Freilegung des 
Invertins abhangt, kann demnach auBer durch enzymatischen Maly. 
auszug auch durch Pflanzenprotease angegriffen werden. Nach den 
Erfahrungen, von denen H. Kraut, F. Eichhorn und H. Rubenhauer® 
in ihrer Untersuchung ,,Uber eine Darstellung des Hefegummis durch 
enzymatischen Abbau und iiber den Nachweis eines Hefegummi 
spaltenden Enzyms der Hefe* berichtet haben, war es nicht unwahr-. 
scheinlich, daB sich in der Hefe selbst auch Polysaccharid spaltende 
Enzyme, die in Lésung noch nicht gewonnen werden konnten, neben 
der Proteinase an der Invertinfreilegung beteiligen. Kraut, Eichhorn 
und Rubenbauwer kamen zu dem SchluB, daB bei der beschriebenen 
Proteolyse oder Amylolyse auch noch Hefeenzyme mitwirken, dic 
bei der Abtétung der Hefe durch Essigester in der Wirme die Ver 
nichvung der eigentlichen Freilegungsenzyme iiberdauert haben. 


Unsere Versuche mit Papain sollen fiir eine genauere Priifung 
der fraktionierten Enzymfreilegung nach Willstdtter und Racke eine 
neue Anregung geben. Der Malzauszug war einfach, weil die Amylase 
als sein Hauptbestandteil galt, als Diastasepraparat angesehen worden 
Wenn man aber natiirliche Enzymgemische wegen eines Bestandt-ils 
anwendet, so sollten die anderen Bestandteile nicht unbeachtet bleiben 
Malz enthalt neben Amylase bekanntlich Proteasen, auBberdem Akti- 
vatoren der Proteolyse. Es muB nunmehr gepriift werden, wieweit 
sich die Proteasen der Malzausziige, deren Trennung von Amylase 
gelingen wird, oder in den Malzausziigen enthaltene Aktivatoren der 
Proteolyse an der Freilegung des Invertins aus der abgetiteten Hefe 
zelle zu beteiligen vermégen. Es ist nicht unwahrscheinlich, dai 
zwischen den Wirkungen von Malzenzym und von Papain ein vie! 
engerer Zusammenhang besteht, als es auf den ersten Blick, namlich 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem., im Druck; Untersuchungen iiber Enzyme, 
Il. Band, 8. 1708. 
2 Ber. 60, 1644, 1927. 
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vor der Kenntnis von der Spezifitat und von der Aktivierung der 
Pflanzenproteasen, der Fall zu sein schien. 


Versuche mit Papain. 
Versuch I. 

Abtétung. 300 g Léwenbriuhefe (Trockengewicht 74,9 g), 4,04 S.E 
enthaltend, wurden durch 45 ccm Essigester bei 37° verfliissigt, bei 
dieser Temperatur 1!. Stunden gelassen und iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Am niichsten Tage enthielt die Suspension 
(305 cem): 3,638.E., der abfiltrierte Verfliissigungssaft: 0,525 S.E. 

Entleerung durch Trypsin. Die Hefe wurde vom Verfliissigungssaft 
abgetrennt, zweimal mit je 200 ccm Wasser gewaschen, darauf in 
300 cem Wasser suspendiert und mit 3g Pankreatin Merck unter 
Zusatz von 10g Natriumacetat und 30 ccm Toluol 7 Tage lang bei 
30° digeriert. Nach Ablauf dieser Zeit enthielt die Suspension nach 
3.05 S.E., das Filtrat nur 0,317S.E. Die Proteolyse hatte 40,9 g 
Trockensubstanz in Lésung gebracht. 

Entleerung durch Papain. Nach griindlichem Waschen mit Wasser 
versetzten wir die Heferiickstande mit Papain, namlich 0,75 g Suce 
Caricae (Merck), und fiillten sie zum friiheren Volumen auf. Die Ein- 
wirkung geschah bei 30°. In 4 Tagen gingen 1,53 8.E., in 10 Tagen 
2,40 S.E., das ist fast die gesamte Menge, in Lésung, deren Zeitwert 65 
war. Die Fliissigkeit enthielt viel Hefegummi; sie gab keine Millon- 
reaktion, aber starke Ninhydrinprobe. Die folgende Ubersicht enthalt 
volistandigere Zahlenangaben iiber den Verlauf des Versuchs. 


Ubersicht. 





Invertingehalt Trocken- 
der ganzen | Invertingehalt derLésung | substanz in 
Suspension Lésung 
0 
°), der ®}, der oo © 9 der 
S.E. angew. SE Antangs- hae xg angew 
Menge menge “Menge Menge 
Nach Verflissigung . . . . 1/863 90 (0,525' 13 14.5 23,6 31.5 
Nach Einw. von Trypsin . . 3,9) 75 0317, 87 104 | 40,9 54 


Nach Kinw. von Papain (4 Tage) 2,53; 62 | 1,5% 
Nach Einw. v. Papain (10 Tage) 249 61 2,4 


3 38 69 - — 
) 59 96 7.9 105 


Versuch II. 


200 g Hefe mit 2,92 S.E. und 47,2 g Trockengewicht wurden ver- 
arbeitet. Der Unterschied gegeniiber dem ersten Versuch bestand 
in der Anwendung der doppelten Menge Papain, bezogen auf die 
Gewichtseinheit der Hefe. Die erhaltene Invertinliésung hatte den 
Zeitwert 69, sie gab starke Ninhydrin-, sehr schwache Millonreaktion. 
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Ubersicht. 
Invertingehalt Trocken- 
derganzen | Invertingehalt derLésung substanz + 
Suspension Lésung 
SE lo der 5 - o der nn 0), der 
EE. angew.|) SE. Antangs- zg anges 
Menge menge —_ Men € 
Nach Verfliissigung. .. . . . |2,61 89 0,361 124 14,8 14,7 31 
Nach Einw. von Trypsin (4 Tage) | 2,18; 74 0,296 10,1 13,6 24,6 52 
Nach Einw. von Papain (4 Tage) |1,96 67 1,96 67 100 69 145 


Versuch Il]. 


Anwendung von blausiureaktiviertem Papain (unter freundliche: 
Mitwirkung von Dr. H. Kraut und Dr. F. Rubenbauer ausgefiihrt) 

500 g Hefe, die etwa 98.E. enthielten, behandelten wir bei 37° 
1'., Stunden lang mit 80 ccm Essigester. Nach dreistiindigem Stehen 
wurde die Hefemasse abzentrifugiert und wiederholt griindlich aus 
gewaschen. Mit dem Verfliissigungssaft waren 25,1 g Trockensubstanz 
(21.4%, der angewandten 117 g) entfernt worden. 

Die proteolytische Entleerung erfolgte mit Pepsin (5 g Peps. pul\ 
solub. Merck), und zwar in 7 Tagen bei 30° in einem Volumen von 
800 ccm bei Gegenwart von 50 ccm Toluol. In Lésung gingen 28.5 g 
Trockensubstanz (24,3 °,, der angewandten Menge), die Heferiickstinde 
enthielten noch 6,85 S.E., also 76°, der Anfangsmenge. Sie wurden 
in 450 cem suspendiert und fiir Parallelversuche mit und ohne Blau 
saureaktivierung geteilt. 

A. 395 ccm Hefesuspension, 6,01 S.E. enthaltend, verdiinnten wir 
auf 660 cem und behandelten sie mit 1,35 g Papain ohne Aktivierung 
In 38 Stunden gingen 2,58 S.E. (43°), in 86 Stunden 3.92 S8.E. (65 
der vorhandenen Menge) in Lésung. 

B. Auf ein Zehntel des ganzen Ansatzes, also 45 ccm mit 0,685 S.E 
lieBen wir 0,15 g Papain, diesmal nach Vorbehandlung mit 150 mg 
Cyanwasserstoff, im Volumen von 75 cem einwirken. Nach 86 Stunden 
enthielt die abfiltrierte Lésung die ganze Menge Invertin, namlich 
0,695 S.E. Das Trockengewicht der entstandenen Enzymlésung 
betrug 2,02 g; zieht man die Masse des angewandten Papains ab, so 
ergibt sich, daB bei der letzten Operation etwa 16°, der Hefesubstanz 
in Lésung gegangen waren. Die Fliissigkeit gab keine Millonreaktion; 
aber sie lieferte einen Niederschlag mit Phosphorwolframsaure, auch 
war die Diazoreaktion positiv. 

Die Aktivierung des Papains durch Blausaure hat die Freilegung 
des Invertins beschleunigt. 
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Uber die gegenseitige Beeinflussung von Cholesterin 
und Cholesterinestern in kolloidaler Lésung. 


Ve mm 
Rudolf Stern. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 
( Eingegangen am 8. November 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor Jahresfrist habe ich an dieser Stelle iiber Versuche berichtet, 
aus denen die Abhingigkeit des Koagulationswertes von Cholesterin- 
hvdrosolen vom py des Milieus und von der Konzentration beigemengten 
EiweiBes deutlich hervorgeht (1). An anderer Stelle (2) bin ich auf 
die Bedeutung dieser Tatsache fiir die Pathogenese der Cholelithiasis 
naher eingegangen. Da man in Korperfliissigkeiten sehr selten kolloidal 
geléstes Cholesterin antrifft, ohne daB nicht auch seine Ester in 
wechselnden Mengén anwesend wiren!, so schien es mir angebracht, 
die oben erwaihnten Untersuchungen auch auf das Verhalten solcher 
Ester auszudehnen. 

Zu den Versuchen diente zunachst ein Essigséiureester des Cholesterins, 
den die Firma Kahlbaum-Schering mir zu diesem Zwecke hergestellt hat. 
Es war ein auBerordentlich reines, aschefreies Praéparat, das namentlich 
freies Cholesterin in nachweisbarer Menge nicht enthielt. Schmelzpunkt 
113 bis 114°, Aquivalentgewicht 423,6. Um von diesem Praparat ein vollig 
reines Hydrosol zu erhalten, bediente ich mich derselben Methode wie bei 
der Herstellung der Cholesterinsole. Ich habe diese Methode schon einmal (3) 
ausfiihrlich beschrieben, so da8 ich sie nur in Stichworten hier wiederholen 
will: Auflésen von 10g Substanz in 250ccm absoluten Alkohols; der 
siedende Alkohol wird in 1 Liter siedenden Leitfahigkeitswassers unter 
lebhaftem Umschiitteln portionsweise hineingegossen. Abdunsten des 
Alkohols auf dem Wasserbad. 

Ich stellte nun zunichst fest, daB bei diesem Verfahren die er- 
haltenen Sole niemals dieselbe Konzentration erreichten, wie sie von 


1 Bemerkenswerterweise soll jedoch gerade die menschliche Galle im 
allgemeinen keine Ester enthalten [vgl. Rosenthal (13)|, was im Hinblick 
auf die im folgenden beschriebene Schutzwirkung der Ester von Wichtigkeit 
ware. Wir sind mit neuen Untersuchungen hieriiber beschaftigt. 
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reinem Cholesterin mit einiger UCbung unschwer zu erreichen sin! 
(1°). Ubrigens machte das Priparat an und fiir sich auch einen au 

gesprochen hydrophoben Eindruck; jede Bemiihung, es direkt mit 
Wasser zu verreiben oder zu verriihren, war vollig erfolglos, da sich 
das Pulver tiberhaupt kaum benetzte. Die Sole, die ich mit der eben 
beschriebenen Kondensationsmethode erhielt, und mit denen die nach 
folgenden Untersuchungen angestellt wurden, erreichten im allgemeinen 


nur eine Konzentration von 0,2°%. 

Zur allgemeinen Charakteristik dieser Sole sei lediglich gesagt 
daB sie dasselbe milchige Aussehen zeigten, wie die Hydrosole des 
Cholesterins, und da sie innerhalb der Versuchsdauer (einige Wochen 
keinerlei Veranderung ihrer Stabilitét erkennen lieBen. Bei der Unter 
suchung im elektrischen Uberfiihrungsapparat erwies sich das Sol 
als eindeutig und ausgesprochen negativ geladen. Die Betrachtung 
im Ultramikroskop ergab folgendes Bild: 


Der weitaus gréBte Teil der Partikel besitzt streng kugelige Form, 
ziemlich viele sind gro genug, um noch direkt gesehen werden zu 
kénnen, d. h. man sieht direkt die kreisférmige Umgrenzung mit dem 
dunklen Innern. Nur ein sehr geringer Anteil der Partikel zeigt sehr 
starkes Flimmern und ist anscheinend scheibchenférmig. 


Alles in allem bietet das ultramikroskopische Bild auBerordentliche 
Ahnlichkeit mit dem seinerzeit bei reinen Cholesterinsolen beschriebenen 


Als ich nun dazu iiberging, die Koagulation dieses im folgenden 
kurz Estersol genannten Kolloids unter dem Einflu8 von H-Ionen 
zu priifen, war es zunachst iiberraschend, da die Stabilitat dieser 
bei der Herstellung besonders hydrophob erscheinenden Sole ganz 
erheblich gréBer war als die der reinen Cholesterinsole. Die Koagu- 
lationsschwelle wurde in der gleichen Weise wie in meinen friiheren 
Untersuchungen dadurch ermittelt, daB abgemessene Mengen des Sols 
mit ungefihr gleicher Menge verschiedener Pufferlésungen mit variiertem 
Pu vermengt wurden. Als Puffer dienten auch diesmal Acetat- und 
Tartratgemische in einer Konzentration von etwa m/80*, so daB eine 
koagulationsunterstiitzende Wirkung des jeweiligen Anions mit 
Sicherheit auszuschlieBen ist. Das pq dieser Pufferlésungen wurde 
elektrometrisch gepriift; Stichproben innerhalb der Reihenversuche 
iiberzeugten mich davon, daB das py auch nach der Vermischung 
mit den Solen keine Verinderung erfuhr, die ihrer GréBenordnung 
nach praktisch in Betracht kommen wiirde (unter 0,05 py). Zu den 
elektrometrischen Untersuchungen bediente ich mich der von Mislo 


* Nur zur Erzielung von pg 1,5 und 2,0 muBten stairkere Konzentra 
tionen der Weinséure angewendet werden. 
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witzer (4) angegebenen Kompensationsapparatur'?. Als Elektrode 
benutzte ich die Chinhydronelektrode, die auf den theoretischen Arbeiten 
von Fritz Haber (5) und seinen Mitarbeitern aufgebaut ist, und iiber 
deren vorziigliche Eignung fiir die Praxis seit vielen Jahren allgemeine 
Ubereinstimmung herrscht [vgl. Bitlmann (6), Auerbach (7), Veibel (8), 
Lamer- Parsons (9) u. a. m.}. 


Wie schon oben vorweggenommen, zeigte sich im Reihenversuch 
zunachst eine auffallende Unempfindlichkeit des Estersols gegeniiber 
H-Ionen. Wahrend ich die Koagulationsschwelle der reinen Chol- 
esterinsole bei einem pq zwischen 4,7 und 5,0 ermittelt hatte, wobei 
die Konzentration des Cholesterins auch bei breiter Variation keine 
erheblichen Unterschiede ausmachte, zeigten die Estersole bis zu einem 
pa von 3,0 und darunter innerhalb von 24 Stunden nicht die geringste 
Koagulation. Wie aus dem Versuchsprotokoll 3 hervorgeht, tritt erst 
bei einem pq von 1,5 deutliche Ausflockung ein. 


Versuchsprotokoll 1. 


Je 2ccm 0,2%igen Estersols versetzt mit 


1. 2cem variierten Acetatpuffers, 
2. 3 » *» Tartratpuffers. 


Ablesung nach 1 Stunde. 





Pu 


Nr. : 
2,5 3,3 38 44 49 5.2 5,6 63 68 


nw 


Ablesung nach 4, 24 und 48 Stunden ergibt ebenfalls in keinem Réhrehen 
die mindeste Ausflockung. 


Angesichts dieser grundlegenden Verschiedenheit gegeniiber den 
Solen des reinen Cholesterins muBbte zunachst die Frage auftreten, 
wie sich das Estersol gegeniiber EiweiBbeimengungen verhalt, ob 
iiberhaupt eine Sensibilisierung durch EiweiB méglich ist. Die Versuchs- 
protokolle 2 und 3 zeigen aber, daB eine solche Sensibilisierung in ganz 
ihnlicher Weise auftritt wie beim Cholesterinsol, und zwar sowohl 
durch Serumalbumin, wie durch kristallisiertes Ovalbumin in ver- 
haltnismaBig recht geringer Konzentration. 


Wenn also auch in diesem Punkte kein prinzipieller Unterschied 
zwischen Estersol und Cholesterinsol besteht (quantitativ ist der Sensi- 


1 Der Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft sei auch an dieser 
Stelle fiir die Uberlassung dieser schénen Apparatur mein besonderer 
Dank ausgesprochen. 
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bilisierungseffekt beim Estersol zweifellos schwacher), so muBte dov bh 
die Verschiedenheit in der Empfindlichkeit gegeniiber pg zu dem | 
Versuch reizen, ob Estersole unter Umstanden befahigt sind, dic 


Versuchsprotokoll 2. 





Je 2cem variierten Tartratpuffers, zugesetzt zu é 
1. 2cem 0,2°%igen Estersols 0,5cem 1°,igen Ovalbuminsols, 
2.2 , 0,2%igen 0.5 ., Aqua dest., ' 
3. 3 Aqua dest. 0.5 ., 1°.igen Ovalbumins. 
Ablesung nach 1 Stunde. ' 
Pp 
Nr. = f 
3,3 38 4,4 49 5,3 5.8 6,3 Aqua dest 
l ttt +4+4+ til ett+ +++ +4¢+4+ rT § 
2 aie 
3 + “ae we Me ahs 
* Beziiglich dieses eigentiimlich unregelmaBigen Verhaltens bei besonders hohen H-Kon- ‘ 
zentrationen sei lediglich auf meine friiheren Mitteilungen iber dieses Thema verwiesen (1. c. 1 u. 3) s 
Ablesung nach 4 und 24 Stunden ergibt keine Verdinderung. 8 
Zeichenerklarung : feine Kornelung, I 
deutliche Koagulation, 
Absetzen der koagulierten Teilchen. f 
8 
Versuchsprotokoll 3. P 


Je 2cem variierten Tartratpuffers, zugesetzt zu 





l. 15cem 0,2°,igen Estersols 0,5 cem 0,3°,igen Serumalbumins 

7 a 0,2°.igen -" i. ob ie 

a. 2 « 0,2°, igen 0,5 ,, Aqua dest., 

12S ws Aqua dest. 0.5 ., 0,3° igen Serumalbumins 

aH 
Nr. 1 7 Pt 
1,5 2.0 24 3,3 38 44 4,9 53 5.8 63 
Ablesung nach 1 Stunde 

1 = 
2 ‘ i ba 

3 - - 
4 — 

Ablesung nach 4 Stunden. 

1 4 Le 
2 + + : _ 
3 a - - 
4 

Ablesung nach 24 Stunden. 

1 — + Prt i ttt t++) + 
9 ‘itis pbs! +34) 444 1 i 
3 +++ - . eae 
4 = ion ane 
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\.oagulation des freien Cholesterins zu verhindern, wie ich das in einer 
friheren Mitteilung z. B. von gallensauren Salzen quantitativ ver- 
folgen konnte (3). Die Versuchsprotokolle 4 bis 7 zeigen nun in der 
Tat, daB eine solche Schutzwirkung in erstaunlich hohem MaBe aus- 
geiibt wird. Wahrend ich zunichst, um iiberhaupt einen Effekt zu 
erhalten, nur sehr stark verdiinnte Cholesterinsole zu diesen Versuchen 
heranzog, tiberzeugte ich mich spater davon, daB eine gewisse Schutz- 
wirkung sogar dann noch erkennbar ist, wenn man ein Cholesterinsol, 
das tiiber doppelt so konzentriert ist wie das Estersol, nur mit dem 
vierten Teil an Menge eines solchen vermengt (vgl. Versuchsprotokoll 7). 
Dagegen scheint keine wesentliche Schutzwirkung der Ester Platz zu 
greifen, wenn kleine Eiweibmengen als Sen- “ 
sibilisator beigegeben werden (vgl. Ver- oc | | 
suchsprotokoll 8). zs} “7 t 1 
Zur besseren Verdeutlichung der Schutz- prow 
wirkung kann man das Resultat der Ver- Z0t 
suchsprotokolle 5 bis 7 kurvenmaBig dar- 
stellen, indem px als Abszisse, die Ester- 
konzentration (im Verhaltnis zur jeweiligen 
Cholesterinkonzentration) als Ordinate auf- 
getragen und die jeweiligen Koagulations- 
schwellenwerte als Kurvenpunkte mitein- 40 35 30 25pF 
ander verbunden werden. Abb. 1. 
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Versucheprotokoll 4. 


Je 2ccem variierten Tartratpuffers, zugesetzt zu 





l. leem 0,125°,igen Cholesterinsols + 1 cem Aqua dest., 
2.1 ,, 0,125%igen és +1 ,, 0,2% igen Estersols, 
3. 1 ., 0.125% igen - +1 .,, O,5°% igen Ovalbumins. 
) 
Ne. —— ; Pu 
2.5 33 38 44 49 53 58 63 


Ablesung nach 1 Stunde. 


1 ~ ~ + ~ ~ 
2 + — — 
3 _ + fh ++ 4. . 
Ablesung nach 4 Stunden. 
1 ++ TT ++ ++ _— 
2 +4 —_ = = 
3 _ $++ | +++ | +++ | +44 - 
Ablesung nach 24 Stunden. 
ee. | eee) eee r+ 
doabe ke = maid one os = 


1 
2 
3 
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Versuchsprotokoll 5. 


Je 2ccm variierten Tartratpuffers, zugesetzt zu 











1. leem 0,125 °%igen )}) « + 2 eem 0,2%igen Estersols, ( 
2.1 ,, 0,125%igen i 15 ,, 0,2%igen = + 0,5 cem Aqua 
3. 1 ., 0,125% igen | -¢ 1 0,2 %igen ™ - 1,0 
4.1 ,, 0,125%igen ¢ = 0.5 0,2%igen = Re ws 
5. 1 ,, 0,125%igen | = 0 + 0,2%igen 2a 2,0 , 
6. 1 0,125% igen 5 l »  0,3°% igen Serumalbumins, 
l » Aqua dest. 
? 
Nr. |_ nindineillininunibininamienens Pu 
1,5 2,0 25 3,3 38 44 49 5,3 5,8 6,3 
Ablesung nach 1 Stunde. 

l Tt + — 

2) ++ 4 ~— 

3 ++ ++ — — - 
4/++ | +4 _ — | - 

5 +++ +4++ ++ + - - _ = = 

6 — 7 + T ks + : - 

Ablesung nach 4 Stunden. 

L i+tt+t+| ++ — — — —- - — 

2 +++) ++ — - — 

3 i+++)] ++ - _ 

464+++ ++ —_ : — _ — 

9 tet tt) ttt! ++ e+ | +4 _ — 

6 - } } +. +. ++ 4 - 


Ablesung nach 24 Stunden. 


= ae oe ++ — 
eed tt - se an 
ae ee 1 si sia 
| 4 a es 73 ie 
a oe ee ee ee eee ee oe : a 
— . +++ +++ 4+44/+4++ 44+/ - _ 


SP Orme ODO 
t 
> 
+ 


Vom kolloidchemischen Standpunkt aus muB besonders hervor- 
gehoben werden, daB hier eine schiitzende Wirkung durch ein Sol 
ausgeiibt wird, das wir nach seiner Herstellung usw. doch zu den hydro 
phoben zahlen miissen, wihrend wir sonst im allgemeinen nur aus 
gesprochen hydrophile Sole als ,,Schutzkolloide** anzusehen gewohnt 
sind. Insbesondere ist es vielleicht nicht unwichtig und meines Wissens 
noch nicht beschrieben, dafB zwei Sole so nah verwandter Art sich so 
verschieden verhalten. 


Was die klinische Auswertung dieser Versuche anlangt, so sind 
Untersuchungen hieriiber im Gange; vor allem soll noch systematisch 
untersucht werden, ob andere Ester des Cholesterins das gleiche Ver 


halten zeigen. 
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2 ccm 
i\olesterinsols, 





Versuchsprotokoll 6. 


variierten Tartratpuffers, zugesetzt zu 1 ccm 








l + cem 0,2°% igen Estersols, 
2. + 0,2°,igen - 1 cem Aqua dest. 
3. 0,2°Zigen pe ' o- in = 
4. 0,2% igen in ae « = - 
. Pa 
r 
1,5 2.5 3,3 3.8 44 49 53 5.8 
Ablesung nach 1 Stunde. 
1 abe < 
2 +-+ — 
3 ae _ 
4 n = 
Ablesung nach 4 Stunden 
1 Bel 
2 ae ee = 2 
3 >++ — 
4 i444 i + _ 
Ablesung nach 24 Stunden. 
1 A 4 1 
2 a 
3 +- + + - 
4 4+ +44 4 14 4 7=s 


Versuchsprotokoll 7. 


=o 


2ccm Tartratpuffers, zugesetzt zu 2 ccm 0,5°%igen Cholesterinsols 


0,5cem 0,2°,igen Estersols, 
0.5 ,, Aqua dest. 





Nr. 


ne 


Pa 
2.5 3,3 38 44 49 5,3 


Ablesung nach 1 Stunde. 


a 4. 


Ablesung nach 4 Stunden. 
+ +. — — 


+. + + + 


Ablesung nach 24 Stunden 


+ + - + + 


+ + 


4 aa Pe" — 
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Versuchsprotokoll 8. 


Je 2ccem Tartratpuffers, zugesetzt zu 2ccem (alten!) 1°%,igen Ch 
esterinsols, 





1. + 0,5cem 0,3°,iger Serumalbuminlésung, 
2. + 0,6cem Aqua dest. 
2 
Nr. — Pu 
1,5 2,0 2.5 3,3 3,8 44 49 5,3 5,8 63 
Ablesung nach 1 Stunde. 
44 } 4 ++ 4. ia = = = 
2 on T+ + t sacs 
Ablesung nach 4 Stunden. 
Lee te Pet ett ttt ttt —_ _ 
2i+++i¢¢++/ ¢+/ 4) + 1 —- -i- 


Ablesung nach 24 Stunden ergibt keinerlei Verainderungen. 


Versuchsprotokoll 9. 
Je 2cem variierten Tartratpuffers, zugesetzt zu leem 0,25 %igen 
(alten!) Cholesterinsols, 





1. + 1.5cem Aqua dest. 
2. + 0,5 ,, - ” 10cem 0,2 %igen Estersols, 
3. + 1,0 ,, - = + O05 ,, 0,25°% ,iger Ovalbuminlésung. 
4.+ 1,0 ,, Estersol 0.5 ,, 0,25°%iger us 
P 
Nr. = 
1,5 2.0 2,5 3,3 3,8 44 49 5,3 5.8 6,3 
Ablesung nach 1 Stunde. 
1 + 4 ies oa r= 
2 +4 ++ ae 
3; — - _ - - + + 4 
4 _ a Ae n L 4 dp 
Ablesung nach 4 Stunden. 
Lo +44) +++ _ — - _— 
2 /+4++ ++ - — —_ 
3 —_ ome a — bet ttt) 4+44+i4t+tt+ 
4 — — . PEt Pet t+++i ttt 


Ablesung nach 24 Stunden ergibt keinerlei Veranderung. 


1 Es handelt sich um dasselbe Sol wie im Protokoll 8, das zu diesen 
Versuchsreihen mit Aqua dest. jedesmal frisch verdiinnt wurde. 
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Versuchsprotokoll 10. 
Je 2 ccm variierten Acetatpuffers, zugesetzt zu lcem 0,25°%igen’ 
(alten!) Cholesterinsols, 


1. + Leem 0,25°%iger Ovalbuminlésung, 


o 





2. +1 ,, Aqua dest. 
, 
a BA Pu 
| 33 3,8 4,4 4,9 53 5,8 6,3 68 
Ablesung nach 1 Stunde. 
1 - ial ++. “es = 
9 vs ail is sani 
Ablesung nach 4 Stunden. 
_ tte ttt ttt | +44 
9 wal mot ’ ail = 
Ablesung nach 24 Stunden. 
1 — ++-4 ttt | $4+4+ | +++ + 
> _ = r 


Anhangsweise sei nur noch eine Beobachtung mitgeteilt, die im 
Rahmen dieser Versuche zufillig gemacht wurde und fiir die ein 
Analogon in der Literatur meines Wissens nicht existiert. Wahrend 
die Untersuchungen im allgemeinen mit frisch bereiteten Cholesterin- 
solen angestellt wurden, fanden gelegentlich auch Cholesterinsole Ver- 
wendung, die tiber ein Jahr alt waren. Ein wesentlicher Unterschied 
hinsichtlich der Koagulierbarkeit fiel dabei nicht auf; ein einziges 
Sol, das im Marz 1927 hergestellt und dessen Verhalten in den oben 
schon zitierten (1) Reihenversuchen ganz genau und wiederholt gepriift 
worden war, zeigte jetzt eine deutlich erhéhte Stabilitit gegeniiber 
H-Ionen. Es handelt sich um ein 1°,,iges Cholesterinhydrosol, das 
wihrend des Zwischenraumes von 1! Jahren in einem Erlenmeyer 
aus Jenaer Glas, der durch einen Wattestopfen ganz dicht abgeschlossen 
war, ohne Schutz vor Tageslicht aufbewahrt worden war. Die Kon- 
zentration stimmte bei gravimetrischer Analyse noch genau tiberein, 
es war auch kein Absetzen von Teilchen bemerkbar. Wahrend nun 
dieses Sol seinerzeit auch in achtfacher Verdiinnung bei py 4,7 regel- 
maBig koagulierte, zeigen die Versuchsprotokolle 8 bis 10, daB die 
Koagulationsgrenze nunmehr bei 3,8 liegt und bei Verdiinnung des 
Sols unter Umstanden noch unter 2.5 heruntergeht. Durch Eiweib- 
beimengung ist bei diesem Sol auch jetzt noch ein deutlicher Sensi- 
bilisierungseffekt zu erzielen, der wie friiher Abhangigkeit von der 


1 Vgl. Anmerkung zu Protokoll 9. 
Biochemische Zeitschrift Band 203. 91 
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EiweiBkonzentration zeigt. Der Raumersparnis halber werden von 
diesen Versuchen jedoch weiterhin keine Versuchsprotokolle aufgefiihrt, 
da sie nichts prinzipiell Neues bringen wiirden. Die Tatsache der 
Stabilitatserhéhung schien aber immerhin mitteilenswert!; im al! 
gemeinen sind wir ja eher gewohnt, beim Altern von Solen eine 
Stabilitatsabnahme zu erwarten. Freundlich (10) hat zwar erwihnt. 
da8 Aluminiumtrioxydsole beim Altern an Bestindigkeit zunehmen, 
im wesentlichen aber in den ersten Tagen nach der Herstellung. Hier 
handelt es sich jedoch um ein Sol, das wochenlang nach der Herstellung 
in immer wiederholten Versuchen ein vdéllig konstantes Verhalten 
gezeigt hatte, bei dem man also annehmen mu, daB die Erscheinung 
des Alterns sich erst ganz allmahlich bemerkbar gemacht hat. Eine 
Erklarung dieses Phainomens 1a6t sich vorliufig nicht mit Sicherheit 
geben. Vielleicht spielt in so langer Zeit bereits die Auflésung des 
Glases eine Rolle. Ich habe in einer Untersuchung iiber Uratsole (11 
ausfihrlicher besprochen und mit Beispielen aus der Literatur belegt 
wie winzige Beimengungen unter Umstanden nur notwendig sind, um 
eine Solbildung zu begiinstigen oder zu vereiteln. Man wird daran 
denken kénnen, daB auch beim Altern von Solen Verunreinigungen 
von unwahrscheinlich geringer Konzentration (in der GréBenordnung 
von Millionstel Mol/l) eine Rolle spielen kénnen. 


Literatur. 
1) R. Stern, diese Zeitschr. 187, 315, 1927. — 2) Derselbe, Arch. | 
exper. Pathol. u. Pharm. 131, 221, 1928. — 3) Derselbe, ebendaselbst 


112, 1926. — 4) Mislowitzer, diese Zeitschr. 159, 72, 1925. 5) F. Haber 
und Russ, Zeitschr. f. phys. Chem. 45, 1904. — 6) Biilmann, Ann. de chim. 
et de physique 1921. — 7) Auerbach und Smolczyk, Zeitschr. f. phys. Chem. 
110. — 8) Veibel, Journ. of the chem. soc. 1923. — 9) Lamer und Parsons, 


Journ. of biol. Chem. 57, 1922. — 10) H. Freundlich, Kapillarchemie, 
8S. 627. Akad. Verlagsanst. 1922. — 11) R. Stern, diese Zeitschr. 150, 540, 
1924. — 12) P. pt und Deutsch, ebendaselbst 171, 91, 1927. 


13) ¥. Rosenthal, Bethe-Embdens Handb. d. Physiol. 3. Bd. 


1 Vielleicht liegt hierin noch eine neue Erklaérungsméglichkeit fiir 
die Tatsache, daB Rona und Deutsch (12) als Flockungsgrenze fiir ihre 
Cholesterinsole ein pq zwischen 2,4 und 3,2 fanden. Wie ich schon friiher 
betonte, sollten meine Modellversuche auch nur beweisen, da8B Cholesterin 
sole unter Umstdnden hochgradig empfindlich gegen H-Ionen sind, nicht 
aber, daB alle Cholesterinsole es unter allen Umstainden sein miissen. Ich 
sehe daher auch in dem hier Mitgeteilten keine Beeintrachtigung meiner 
friiheren Resultate im Hinblick auf die Pathogenese der Gallensteine. 











Untersuchungen tiber fermentative EiweiSspaltung. IV. 
Von 
E. Mislowitzer. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 9. November 1928.) 


Im Verlauf der tryptischen Spaltung von Casein werden CON H- 
Bindungen gelést und die Caseinteilchen zerkleinert. 

Die Lésung der CONH-Bindungen setzt gleich zu Beginn der 
Fermentwirkung ein, steigert sich wahrend der Spaltung regelmibig 
und fiihrt zu bestimmten Endwerten. 

Daher liegt der SchluB nahe, Fermentwirkung und CON H-Lésung 
einander gleichzusetzen und in der Zerkleinerung der EiweifSteilchen 
nur eine Folge der CON H-Lésungen zu sehen. Eine desaggregierende 
Wirksamkeit des Ferments, also eine Teilchenverkleinerung ohne 
CONH-Lésung, ist nach dieser Vorstellung, die in den letzten Jahren 
an Bedeutung gewann, nicht anzunehmen. 

In der ersten? und zweiten* Mitteilung konnte im Gegensatz 
hierzu gezeigt werden, dab die CONH-Spaltung nicht die einzige 
Funktion des Trypsins ist, sondern daB das Trypsin auch zur }4sung 
anderer chemischer Bindungen oder Aggregatbildungen fiihrt. cs 
wurde eine weitgehende Teilchenverkleinerung olne jede CON H- 
Lésung nachgewiesen; durch diese Versuche waren die experimentellen 
Grundlagen fiir das Vorhandensein einer Desaggregation beigebracht. 
Gleichzeitig konnte der Befund erhoben werden, daB die Anzahl der- 
jenigen Aminogruppen, die in den Rest-N (R.-N) gelangen, ungefahr 
gleich dem gesamten Spaltungszuwachs an Aminosiuren ist. 

Auf Grund dieser Ubereinstimmung lie8 sich vermuten, daB alle 
neu entstehenden Aminogruppen Bestandteile der niederen Spalt- 
produkte sind. 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2 P. Rona und E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 196, 197, 1928. 

® Dieselben, ebendaselbst 200, 152, 1928. 
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Das Auftreten neuer Aminogruppen geschieht durch das A! 
sprengen von niedrigeren, nicht kolloidalen Spaltprodukten und _ ha: 
mit den erheblichen Veranderungen in der kolloidalen Dimension nichts 
zu tun. 

Eine experimentelle Feststellung dieser Annahme wiirde das Vor 
handensein einer Desaggregation auch fiir die vielen Versuche beweisen 
in denen neben einer sehr groBen Aufspaltung der kolloidalen Teilchen 
eine maBige Aminogruppenvermehrung aufgefunden wurde. 

Wenn nun siamtliche an den kleinen Spaltprodukten nachweis 
baren Aminogruppen erst bei der Abspaltung dieser Spaltprodukt: 
gebildet werden, so gehen dem EiweifSmolekiil bzw. dem Restkérper 
bei diesem Spaltungsvorgang keine der urspriinglich vorhandenen 
Aminogruppen verloren. Der Gehalt an Aminogruppen bleibt an dem 
kolloidalen Restkérper unverandert. 

Andererseits mu dieser Restkérper reicher an Carboxylgruppen 
werden, da fiir jede bei der Absprengung neu entstandene Amino- 
gruppe eine Carboxylgruppe an ihm zuriickbleibt. 

In der dritten Arbeit! wurden Versuche mitgeteilt, deren Ergebnisse 
diese Uberlegungen bestitigen. Es konnte an der peptischen Albumin- 
spaltung gezeigt werden, daB in der kolloidalen Fraktion keine oder 
kaum eine Vermehrung der Aminogruppen, hingegen eine sehr deutliche 
der Carboxylgruppen stattfindet. 

Da die Zerteilungen in der kolloidalen Dimension bei der Casein- 
spaltung besonders auffallend sind (s. erste Mitteilung), wurden diese 
Untersuchungen auch auf die tryptische und peptische Caseinspaltung 
ausgedehnt. In der vorliegenden Arbeit werden die Versuche mit- 
geteilt, die an dem Restkérper des Caseins nach tryptischer und 
peptischer Spaltung angestellt wurden. Zuerst wurde der Amino- 
gruppengehalt des Restkérpers bei tryptischer Caseinspaltung verfolgt 
(Versuche 82, 83, 84). 

Analysiert man den hochkolloidalen Restkérper einer gespaltenen 
Caseinlésung auf Aminogruppen und setzt die Aminowerte zu den 
G.-N-Werten in Beziehung, so findet man, da® sich dieser kolloidale 
Restkérper kaum anders verhalt als die urspriingliche Caseinlésung 
Dies ist aus Tabelle I zu erkennen. 

Ubertriigt man die an dem hochkolloidalen Restkérper gefundenen 
Aminowerte auf die gesamte kolloidale Fraktion, soweit sie aus der 
EnteiweiBung mit kolloidalem Eisen hervorgeht, so stellt sich heraus, 
daB die Aminozahlen der kolloidalen Fraktion sich im Verlauf der 
Spaltung nicht oder nur ganz unwesentlich andern. 


1 P, Rona und E£. Mislowitzer, diese Zeitschr. 202, 453, 1928. 
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Tabelle I. 
— Ungespaltene Cascinlésung Restkorper 
82 Auf 88 mg G.-N* Auf 88 mg G.-N 
(Spaltung 24,5 %,) 459, A.-N** 4.65, A.-N 
83 Auf 45 mg G.-N Auf 45 mg G.-N 
(Spaltung 29,3 °,) 2,18, A.-N 2,57, A.-N 
S4 Auf 150 mg G.-N Auf 150 mg G.-N 
(Spaltung 10,5 °%,) 7 « Ben 7,9, A.-N 


Gesamt-N. ** Amino-N 


Die Ergebnisse der Berechnung!, bezogen auf die kolloidale Gesamt- 
menge, sind in den Tabellen Il, LI] und IV zusammengestellt. 


Tabelle 11. 


Versuch 82. 





> fe Mit 
250 ‘ R.N 16,1 °/9 ReN 22,5 8/9 R«N 245 Jo RUN 
Gefundene Gesamt-Stickstoffmenge in 294,49 80,92 95,17 91,77 
100 cem Flissigkeit 212.86 74,55 106,89 S454 
Gefundene Amino-Stickstoffmenge in 16,26 4.56 5,13 5,15 
100 cem Fliissigkeit 9.7 4.28 7.30 4.15 
NH o-Menge, bezogen auf allen durch 39,1 34.4 393 30.8 
kolloidales Eisen fallbaren Stickstoff 33.8 35,0 38.4 41.4 


r + . . . . . . . 
1 Zur besseren Ubersicht sei hier die in der dritten Mitteilung an- 
gegebene Berechnungsart wiederholt. Beispiel fiir die Berechnung: 





RN GueN Koll. N 

0; ing mg 
Antangswert der Caseinlésung . , 0 200 20 
1. Abnahme ... j ‘ ; 10 20 180 
Oy Se ee 20 200 160 


Die Werte fiir den kolloidalen N, auf den umgerechnet wird, lauten 
also bei den einzelnen Abnahmen 200, 180 und 160mg. Die nach der 
Dialyse im Restkérper (in diesem Falle ist der Restkérper gleich dem 
urspriinglichen Casein) als Anfangswert analysierten Aminowerte werden 
also auf 200 mg G.-N umgerechnet, die durch Analyse des Restkérpers der 
ersten Abnahme gefundenen Aminowerte werden auf 180 mg umgerechnet 
und die nach Analyse des Restkérpers der zweiten Abnahme gefundenen 
Aminowerte werden auf 160 mg berechnet. Dann ergab sich, daB diese 
drei aus den experimentellen Daten errechneten Werte untereinander 
gleich oder sehr &hnlich waren. Hieraus kann entnommen werden, da’ die 
Aminostickstoffmengen der kolloidalen Fraktion im Verlauf der Spaltung 
ungefahr gleich geblieben sind. Diese Feststellung bestatigt die Annahme, 
daB die im Verlauf der Spaltung neu entstandenen Aminogruppen unmittel- 
bar in den R.-N iibergehen. 
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Tabelle III. Versuch 83. 





Ohne Spal- 


380 UN (16.7 or AR *N}19,7 or SRN 23,9 oR N 
Gefundene Gesamt-Stickstoffmenge in 97,3 38,57 124,74 39,03 
109 cem Flissigkeit 104,16 39,27 27,79 59,50 
Gefundene Amino-Stickstoffmenge in 5,14 2,14 6,28 1,85 
160 cem Flissigkeit 4.56 | 1,85 1,57 3,28 
N H,-Menge, bezogen auf allen durch 40,26 36,6 | 32,0 37,2 
kolloidales Eisen fallbaren Stickstoff 33,4 31,2 36.0 32.9 


Tabelle IV. Versuch 84. 





Ohne rence Mit 7,6 9 R»N Mit 10,5 Jo RN 


mit 3,3 
Gefundene Gesamt-Stickstoffmenge in 263,55 331,14 155,47 
100 cem Flissigkeit 260,47 91,56 144,96 
Gefundene N H,-Stickstoffmenge in 12,22 18,48 8,39 
~ 100 cem Flissigkeit 11,80 4.55 7,40 
N H,-Menge, bezogen auf allen durch 35,3 40,4 37,8 
kolloidales Eisen fallbaren Stickstoff 34,4 36,1 36,1 


Die Untersuchung des Restkérpers nach peptischer Caseinspaltung 
hat folgende Ergebnisse: Zunachst wieder die Gegeniiberstellung der 
Daten des unveriinderten Caseins und des Restkérpers. 





Tabelle V 
Versuch . - . 

Nr. Ungespaltene Caseinlésung Restkérper 

79 Auf 79 mg G.-N Auf 79 mg G.-N 
(Spaltung 15,8 °%,) 3,2, A.-N 3,6, A.-N 

85 Auf 100 mg G.-N Auf 109 mg G.-N 
(Spaltung 155%) 43, A.-N 48, A.-N 

86 Auf 72 mg G.-N Auf 72 mg G.-N 
(Spaltung 28,1 %) 27, A-N 34, A.-N 


Die Ergebnisse der Berechnungen, bezogen auf die kolloidale 
Gesamtmenge (s. Anm.1, 8. 325), gehen aus den Tabellen VI, VII 
und VIII hervor (Versuche 79, 85 und 86). 


Tabelle VI. Versuch 79. 





Ohne : Fi Re | Mit 6,3 %/o R»N | Mit 15,8 /o RN 


mit it 1.2 
Gefundene Gesamt-Stickstoffmenge in 156,59 107,38 79,03 
100 cem Fliissigkeit — 160,58 105,07 79,87 
Gefundene Amino-Stickstoffmenge in. 6,51 4,53 3,40 
100 cem Flissigkeit 6,51 4,25 3,68 
N H,-Menge, bezogen auf allen durch 7,05 6,79 6,22 


kolloidales Eisen fallbaren Stickstoff 6,88 6,51 6,55 
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Tabelle VII. 


Versuch 85. 





Ohne Spal- 


Mit Mit Mit 
ore. RUN 6.7 %o ReN 15,5 % R»oN/22,2 %9 ReN 
Gefundene Gesamt-Stickstoffmenge in 211,58 182,0 105,91 1183 
100 cem Filissigkeit 188,65 192,68 96,60 99,47 
(efundene Amino-Stickstoffmenge in 8,75 8,75 4,94 5,93 


100 cem Flissigkeit 8,19 8,75 4,68 4,52 
NH)-Menge, bezogen auf allen durch 10,3 11,3 9,9 99 
kolloidales Eisen fallbaren Stickstoff 10,9 10,7 10,3 8.9 


Tabelle VIII. 


Versuch 86. 





Ohne Spal- Mit Mit Mit 
Py CN 7,20 > RAN 15,6 ° n R.»N 28,1 & . RuN 
Gefundene Gesamt-Stickstoffmenge in 143,57 144,41 93,82 53.03 
10° cem Flissigkeit 148,03 135,38 73,85 89,88 
Gefundene Amino-Stickstoffmenge in 5.4 49 4,2 3,1 
100 com F lassigkeit 5.4 5,2 3.1 8,7 
NH y-Menge, bezogen auf allen durch 6,7 5,7 6.9 7,7 
kolloidales Eisen fallbaren Stickstoff 6,5 6,5 6,5 5.5 


Eine Analyse des Restkérpers auf Carboxylgruppen wurde in den 
Versuchen 91, 92, 93, 94 durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Unter- 
suchungen bei der peptischen Caseinspaltung gehen aus den Tabellen IX, 
X und XI hervor. 

Tabelle IX zeigt die Gegeniiberstellung des Caseins und des 
Restkérpers. 

Tahelle IX. 





Versuch 


Nr Ungespaltene Caseinlésung Restkérper 
91 Auf 126mg G.-N Auf 126mg G.-N 


0,61 Millimol COOH 
Auf 74mg G.-N 
0,74 Millimol COOH , 


(Spaltung 14,8 °%) 0,315 Millimol COOH 
92 Auf 74mg G.-N 
(Spaltung 18,5 %) 0,32 Millimol COOH 


Die Tabellen X und XI sind wieder aus den Ergebnissen der 
Berechnungen zusammengestellt. 


Tabelle X. Versuch 91. 





1,46 Millimol COOH* 


Anfangswert (0,6% R.-N.) 164 P . 


1. Abnahme (2,3% R.-N) 


1,49 Millimol COOH 
1,79 Millimol COOH 
1,90 « - 
2,60 Millimol COOH 
2 » » 


* Bezogen, wie bei den Aminogruppen, auf die gesamte kolloidale Fraktion. 


2. Abnahme (5.5% R.-N) 


3. Abnahme (14,8 % R.-N.) 
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Tabelle XT. Versuch 92. 





1,27 Millimol COOH * 


Anfangswert (0,9 °, R.-N) 1'36 : ‘ 
1. Abnahme (4.7 o R.-N) — Millimol COOH 
. — . 
2. Abnahme (10% R.-N) — Millimol COOH 
») 97 : ° , ‘ 
8. Abnahme (18,5% R-N) | 3'9g Millimel COOH 


* Bezogen auf die gesamte kolloidale Fraktion. 


Bei der tryptischen Spaltung des Caseins traten wegen der starken 
Flockung gréBere experimentelle Schwierigkeiten auf, die erst durch 
intensives Verreiben und Aufschwemmen des Caseins bzw. der Rest 
kérperteilchen behoben werden konnten. In der Tabelle XII werden 
Casein und Restkérper gegeniibergestellt. 


Tabelle XII. 





— Ungespaltene Cascinlésung Restkorper 
Nr. 
93 Auf 82mg G.-N Auf 82mg G.-N 
(Spaltung 5%) 0,58 Millimol COOH 1,0 Millimol COOH 
94 Auf 96mg G.-N Auf 96 mg G.-N 
(Spaltung 12,5%) 0,42 Millimel COOH 0.65 Millimol COOH 


In den Tabellen XITT und XTV sind die Daten wie bei den friitheren 
Berechnungen zusammengestellt. 


Tabelle XIII. Versuch 93. 





4.76 Millimol COOH * 


Anfangswert (Spaltung 0,8 %) 5 61 
9.07 Mi Oo 
1. Abnahme (Spaltung 2,2 %) 4 — ( b H 
8.46 Millimol COOH 


‘ , » (2 RC 
2. Abnahme (Spaltung 5%) 881 é 


” 


* Bezogen auf die gesamte kolloidale Fraktion. 


Tabelle XIV. Versuch 94. 





4.97 Millimol COOH * 


Anfangswert (Spaltung 0,3 %) 456 z k 
3.50 Millimol CO 

1. Abnahme (Spaltung 1,3 %) eas Millimol COOH 

2. Abnahme (Spaltung 5,0 %) aa Millimol COOH 

, ‘ aK 5.95 Millimol COOH 

3. Abnahme (Spaltung 12,5 %) 679 z : 


* Bezogen auf die gesamte kolloidale Fraktion. 
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Zusammenfassung. 

1. Die bei der Hydrolyse der CONH-Bindung frei werdenden 
\minogruppen gehéren zu den niedrigen Spaltprodukten, die frei 
werdenden Carboxylgruppen zum kolloidalen Restkérper. 

2. Die Gesamtmenge der in der kolloidalen Fraktion vorhandenen 
Aminogruppen andert sich somit im Verlauf der ersten Spaltung kaum 
oder gar nicht. Die Gesamtmenge der Carboxylgruppen in der kol- 
loidalen Fraktion erfahrt hingegen eine deutliche Zunahme. 

3. Bei der Einwirkung von Trypsin und Pepsin auf Casein werden 
niedrige Spaltprodukte, die zur nichtkolloidalen Fraktion gehdéren, 
durch Lisen von CONH-Bindungen abgespalten. Eine andere Auf- 
spaltung von CONH-Bindungen 1a8t sich im Anfangsteil der Spal- 
tung nicht nachweisen, obwohl in ihm starke Molekiilzerteilungen 
innerhalb der kolloidalen Fraktion stattfinden. 


Experimenteller Teil. 
Untersuchungen der Restkérper (koll.). 


I. Untersuchungen auf den Aminostickstoffgehalt. 
a) Bei der peptischen Spaltung. 


12 g (bzw. 6 g) Casein nach Hammarsten mit H,O zu einem gleichmaBigen 
Brei angeriihrt, durch einige Kubikzentimeter n NaOH geldst, bis 300 ccm 
mit H,O aufgefiillt; Lésung gegen Lackmus schwach alkalisch. Danach 
unter tiichtigem Schiitteln n HCl hinzugegeben, bis sich die entstandene 
Fillung zum gréSten Teil léste. Hierauf die Lésung filtriert und pq be- 
stimmt ; p_ stets zwischen 1,95 und 2,00. Fiir den Anfangswert wurden 70 
oder 55 cem der Lésung sofort mit n NaOH abgestumpft, bis etwa pq — 4,00, 
aufgekocht, wahrend des Kochens mit leem 1°,iger Pepsinlésung ver- 
setzt, die vorher durch Kochen abgetétet war, abgekiihlt. Dann G.-N 
und R.-N bestimmt und zweimal 20 oder 25ccm zur Dialyse angesetzt. 
Es wurde in Kollodiumhiillen, die mit Amylalkohol ausgespiilt waren, und 
unter Zusatz von etwas Amylalkohol 3 Tage gegen flieBendes Leitungs- 
wasser und 1] Tag gegen destilliertes Wasser dialysiert. Danach wurde die 
Fliissigkeit in der Hiille gemessen, gelést durch konzentrierte NaOH und 
G.-N und A.-N bestimmt. — Den Rest der Caseinlésung mit 3 oder 4 cem 
1°,iger Pepsinlésung versetzt und im Brutschrank spalten lassen, nach 
bestimmten Zeiten Proben zu 55 oder 70 cem entnommen und hinsichtlich 
der Dialvse, der G.-N- und R.-N-Bestimmung wie der Anfangswert be- 
handelt. 

Versuch 79. 300ccm 2°%iger Caseinlésung bei py = 1,96. Anfangs- 
wert mit 1 cem abgetétetem Pepsin. Zu der iibrigen Lésung 3 cem Ferment. 
Anfangswert (1,2°%, R.-N): N. d. D. in leem: 1. 1,57 mg G.-N, 0,065 mg 
A.-N; 2. 1,61 mg G.-N, 0,065 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 42,39 mg G.-N, 
1755 mg A.-N; 2. 44,28mg G.-N, 1,79mg A.-N. I. Abnahme nach 
\, Stunde (6,3°% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 1,074 mg G.-N, 0,045 mg 
A.-N; 2. 1,05 mg G.-N, 0,0435 mg A.-N. Hiil'eninhalt: 1. 30,61 mg G.-N, 
1283 mg A.-N; 2. 29,93 mg G.-N, 1,24mg A.-N. Il. Abnahme nach 
11, Stunden (15,8°% R.-N): N. d. D. in Leem: 1. 0.795 mg G.-N, 0,034 mg 
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A.-N; 2. 0,799mg G.-N, 0,0368mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 21,85 mye 


G.-N, 0,935 mg A.-N; 2. 22,37 mg G.-N, 1,03 mg A.-N. 

Versuch 85. 300ccm 4% iger Caseinlésung bei pq = 1,95. Anfangs 
wert mit 1 cem abgetétetem Pepsin, zu der iibrigen Lésung 4 cem Ferment 
nach der III. Abnahme noch 1 cem Ferment. Anfangswert (0,7°%, R.-N 
N. d. D. in leem: 1. 2,12 mg G.-N, 0,0875 mg A.-N; 2. 1,89 mg G.-N, 


0,0820 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 50,88 mg G.-N, 2,lmgA.-N; 2. 44,42 me 


G.-N, 1,927 mg A.-N. J. Abnahme nach \% Stunde (6,7% R.-N): N. d. D. 


in leem: 1. 1,82 mg G.-N, 0,0875 mg A.-N; 2. 1,93 mg G.-N, 0,0875 mg 


A.-N. Hiilleninhalt: 1. 40,04 mg G.-N, 1,925 mg A.-N; 2. 38,60 mg G.-N, 
175mg A.-N. II. Abnahme nach 11% Stunden (15,5% R.-N): N. d. D. 


in leem: 1. 106mg G.-N, 0,0496 mg A.-N; 2. 0,966 mg G.-N, 0,0466 mg 
A.-N. Hiilleninhalt: 1. 23,85mg G.-N, 1,116mg A.-N; 2. 22,22 mg 


G.-N, 1,13 mg A.-N. III. Abnahme nach 2 Stunden (22,2% R.-N): N. d. 
D. in leem: 1. 1,183mg G.-N, 0,0593 mg A.-N; 2. 6,995 mg G.-N, 
0,0452 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 24,25 mg G.-N, 1,216 mg A.-N; 2. 21,89mg 
G.-N, 1,001 me A.-N. 


Versuch 86. 300cem 4°%igen Caseins bei pa = 1,98. Anfangswert 
mit lcem abgetétetem Pepsin. Zu der iibigen Lésung 4ccm Ferment. 
nach der III. Abnahme noch leccm Ferment. Anfangswert (1,6°, R.-N): 
N. d. D. in leem: 1. 144mg G.-N, 0,054 mg A.-N; 2. 1,48 mg G.-N, 
0,054 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 36,72 mg G.-A, 1,377 mg A.-N; 2. 34,04mg 
G.-N, 1,242 mg A.-N. I. Abnahme nach \% Stunde (7,2% R.-N): N. d. D. 
in leem: 1. 1,44mg G.-N, 0,049 mg A.-N; 2. 1,35 mg G.-N, 0,0522 mg 
A.-N. Hiilleninhalt: 1. 34,56 mg G.-N. 1,176 mg A.-N; 2. 32,4 mg G.-N, 
1,25 mg A.-N. JI. Abnahme nach 1% Stunden (15,6% R.-N): N. d. D. 
in leem: 1. 0,94mg G.-N, 0,042 mg A.-N; 2. 0,74 mg G.-N, 0,0313 mg 
A.-N. Hiilleninhalt: 1. 23,5 mg G.-N, 105mg A.-N; 2. 19,24 mg G.-N, 
0,814mg A.-N. III. Abnahme nach 2% Stunden (28,1% R.-N): N. d. D. 
in leem: 1. 0,53 mg G.-N, 0,0313 mg A.-N; 2. 0,90 mg G.-N, 0,037 mg 
A.-N. Hiilleninhalt: 1. 12,72 mg G.-N, 0,75 mg A.-N; 2. 23,85 mg G.-N, 
0,98 mg A.-N. 


b) Bei der tryptischen Spaltung. 


18g Casein nach Hammarsten mit H,O zu einem gleichméBigen Brei 
angeriihrt, durch einige Kubikzentimeter n NaOH gelést, bis 300 ccm 
mit H,O aufgefillt; Lésung gegen Lackmus schwach alkalisch. Fiir den 
Anfangswert 70 ccm der Lésung sofort mit nH,SO, versetzt bis gegen 
Methylrot schwach rosa, aufgekocht, waihrend des Kochens mit 0,6 ccm 
Trypsin (nach Wilistdtter) versetzt, das vorher durch Aufkochen abgetétet 
war, abgekiihlt. Dann G.-N und R.-N bestimmt und zweimal 25 cem zur 
Dialyse angesetzt. Er wurde in Kollodiumbhiillen, die mit Amylalkohol 
ausgespiilt waren, unter Zusatz von etwas Amylalkohol 3 Tage gegen 
flieBendes Leitungswasser und 1 Tag gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Danach wurde die Fliissigkeit in der Hiille gemessen, gelést durch kon- 
zentrierte NaOH und G.-N und A.-N bestimmt. — Der Rest der Casein- 
lésung mit 2,5 oder 2ccm Trypsin im Brutschrank gehalten, nach be- 
stimmten Zeiten Proben zu 70 cem entnommen und hinsichtlich der Dialyse, 
der G.-N- und R.-N-Bestimmung wie der Anfangswert behandelt. 


Versuch 82. 300 ccm 6% igen Caseins mit 2,4cem Trypsin. Anfangswert 
(2,5% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 2,94mg G.-N, 0,1625 mg A.-N; 
2. 2,03 mg G.-N, 0,097 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 80,38 mg G.-N, 4,39mg 
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\.-N; 2. 54,81 mg G.-N, 2,519mg A.-N. J. Abnahme nach '% Stunde 
(16,1% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 0.809mg G.-N, 0,0456 mg A.-N; 
2. 0,746mg G.-N, 0,0429mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 23,46mg G.-N, 
1,322 mg A.-N; 2. 20,13mg G.-N, 114mg A.-N. JI. Abnahme nach 
] Stunde (22,5% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 0,952 mg G.-N, 0,0513 mg 
A.-N; 2. 1,0689mg G.-N, 0,073 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 27,61 mg 
G.-N, 1,486 mg A.-N; 2. 32,067 mg G.-N, 2,19mg A.-N. JIJ. Abnahme 
nach 1% Stunden (24,5°% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 0,918 mg G.-N, 
0.0515 mg A.-N; 2. 0,848mg G.-N, 0,0415 mg A.-N. Hiilleninhalt : 
1. 29,28 mg G.-N, 1,648 mg A.-N; 2. 23,744mg G.-N, 1,162 mg A.-N. 

Versuch 83. 300 ccm 6%iges Casein mit 2cem Trypsin. Anjfangswert 
(3.8% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 0,973 mg G.-N, 0,0514mg A.-N; 
2. 1,042 mg G.-N, 0,0456mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 22,379mg G.-N, 
1182mg A.-N; 2. 27,61 mg G.-N, 1,208 mg A.-N. I. Abnahme nach 
20 Minuten (16,7%): N. d. D. in leem: 1. 0,386mg G.-N, 0,0214 mg 
A.-N; 2. 0,3927 mg G.-N, 0,0185 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 10,04 mg 
G.-N, 0,556 mg A.-N; 2. 10,80 mg G.-N, 0,5088 mg A.-N. JJ. Abnahme 
nach 45 Minuten (19,7°%, R.-N): N. d. D. in leem: 1. 0,247 mg G.-N, 
0,0628 mg A.-N; 2. 0,278mg G.-N, 0,0157mg A.-N. Hiilleninhalt : 
1. 655mg G.-N, 1,66mg A.-N; 2. 5,838 mg G.-N, 0,3297 mg A.-N. 
III. Abnahme nach 1% Stunden (23,9% R.-N): N. d. D. in leem: 
1. 0,300 mg G.-N, 0,0185 mg A.-N; 2. 0,595 mg G.-N, 0,0328 mg A.-N. 
Hiilleninhalt: 1. 7,5 mg G.-N, 0,4625 mg A.-N; 2. 17,26 mg G.-N, 
0,9512 mg A.-N. 

Versuch 84. 300ccm 6° igen Caseins mit 2ccm Trypsin. Anfangswert 
(3.3% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 2,64mg G.-N, 0,1222mg A.-N; 
2. 2,60mg G.-N, 0,118mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 68,64mg G.-N, 
3,177 mg A.-N; 2. 72,8 mg G.-N, 3,304 mg A.-N. J. Abnahme nach 20 Mi- 
nuten (7,6°% R.-N): N. d. D. in leem: 1. 3,31 mg G.-N, 0,185 mg A.-N; 
2. 0,9156 mg G.-N, 0,0455 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 89,37 mg A.-N, 
4,995 mg A.-N; 2. 24,26mg G.-N, 12]1 mg A.-N. II. Abnahme nach 
45 Minuten (10,5°, R.-N): N. d. D. in leem: 1. 1,55 mg G.-N, 0,084 mg 
A.-N; 2. 144mg G.-N, 0,074 mg A.-N. Hiilleninhalt: 1. 39,3 mg G.-N, 
2.184mg A.-N; 2. 39,6 mg G.-N, 2,035 mg A.-N. 


II. Untersuchungen auf den Carboxyigehalt. 
a) Bei der peptischen Spaltung. 

12g (bzw. 18g) Casein nach Hammarsten mit H,O zu einem gleich- 
maiBigen Brei angeriihrt, durch einige Kubikzentimeter n NaOH gelést, 
bis 300 ccm mit H,O aufgefiillt; Lésung gegen Lackmus schwach alkalisch. 
Danach unter tiichtigem Schiitteln n HCl hinzugegeben, bis sich die ent- 
standene Fallung zum gréBGten Teil léste. Hierauf die Lésung filtriert und 
py bestimmt; px stets zwischen 1,95 bis 2,00. Fiir den Anfangswert wurden 
75cem der Lésung sofort mit n NaOH abgestumpft, bis etwa px 4,00, 
aufgekocht, wihrend des Kochens mit 1 cem 1 %iger Pepsinlésung versetzt, 
die vorher durch Kochen abgetétet war, abgekiihlt. Dann G.-N und R.-N 
bestimmt und zweimal 30 ccm zur Dialyse angesetzt. Er wurde in Kollodium- 
hiillen, die mit Amylalkohol ausgespiilt waren, und unter Zusatz von etwas 
Amylalkohol 3 Tage gegen flieBendes Leitungswasser und 1 Tag gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Danach wurde die Fliissigkeit in der Hiille 
gemessen; hatten sich Flocken gebildet, so wurden sie feinstens zerrieben 
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und mit der Lésung zu einer gleichmaBigen Suspension aufgeschwemn 
Nachdem zur COOH-Titration zweimal 10 ccm abgenommen sind, 2)\r 


G.-N-Bestimmung mit NOOH gelést. — Den Rest der Caseinlésung mi: 
4ccm Pepsinlésung versetzt und im Brutschrank spalten lassen, na 
bestimmten Zeiten Proben zu 75ccem entnommen und hinsichtlich d.. 


Dialyse, der G.-N- und R.-N-Bestimmung wie der Anfangswert behande|; 


Versuch 91. 300ccm 6°%iger Caseinlésung bei py = 1,96. Anfang 
wert mit 1 ccm abgetétetem Pepsin. Zu der iibrigen Lésung 4 cem Ferme: 
nach der III. Abnahme noch l cem Ferment. Anfangswert (0,6°, R.-N 
N. d. D. in leem: 1. 4,18 mg G.-N, 0,0102 Millim. COOH; 2. 4,50 my 
G.-N, 0,012 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 126.4 mg G.-N, 0,306 Millir 
COOH; 2. 121,4 mg G.-N, 0,324 Millim. COOH. J. Abnahme nach 20 M 
nuten (R.-N = 2,39): N. d. D. in leem: 1. 4,31 mg G.-N, 0.0110 Millirmn. 
COOH. Hiilleninhalt: 1. 120.7 mg G.-N, 0,308 Millim. COOH. JJ. Ab 
nahme nach I Stunde (R.-N = 5,5°,): N. d. D. in leem: 1. 4,17 mg G.-N, 
0.0128 Millim. COOH; 2. 4,46mg G.-N, 60,0148 Millim. COOH. Hiillen- 
inhalt: 1. 133,6mg G.-N, ©,41 Millim. COOH; 2. 124,.9me G.-N, 
(,41 Millm. COOH. JIJ. Abnahme nach 2 Stunden (R.-N = 14,8' 
N. d. D. in leem: 1. 3,35 mg G. N, 06,0166 Millim. COOH; 2. 3,14 me 
G.-N, 0,0152 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 100,54mg = G.-N, 
0,498 Millim. COOH; 2. 97,3 mg G.-N, 0,47 Millim. COOH. 


Versuch 92. 300ccm 4%iger Caseinlésung bei pa = 1,98. Anfangs- 
wert mit 1 cem abgetétetem Pepsin. Zu der iibrigen Lésung 4 ccm Pepsin, 
nach der IIT. Abnahme noch 1 cem. Anfangswert (R.-N 0.9°.) 
N. d. D. in leem: 1. 2,41 mg G.-N, 0,0102 Millim. COOH; 2. 2,54 mg 


G.-N, 0,011 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 72,3 mg G.-N, 0,31 mg 
A.-N; 2. 76,2mg G.-N, 0,33 mg A.-N. I. Abnahme nach 20 Minuten 
(R.-N = 4.7%): N.d. D.in Leem: 1. 2,31 mg G.-N, 0,011 Millim. COOH; 
2. 2.42mg G.-N, 0,011 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 69,4 mg G.-N, 
0,33 Millim. COOH; 2. 63 mg G.-N, 0,28 Millim. COOH. II. Abnahnu 
nach 1 Stunde (R.-N = 10%): N. d. D. in leem: 1. 1,55mg_ G.-N, 
0,011 Millm. COOH; 2. 2,38 meg G.-N, 0,0122 Millim. COOH. Hiillen- 
inhalt: 1. 47,95mg G.-N, 0,35 Millim. COOH; 2. 714mg G.-N, 
0.37 Millm. COOH. JII. Abnahme nach 2 Stunden (R.-N 18,5° 
N. d. D. in leem: 1. 1,15mg G.-N, 0,010 Millim. COOH; 2. €,80 mg 
G.-N, 0,0096 Millim. COOH. Hiilleninhalt : L. 823 me G.-N, 
0,29 Millim. COOH; 2. 21,6mg G..N, (€,26 Millim. COOH. 


b) Bei der tryptischen Spaltung. 


18 g Casein nach Hammarsten mit H,O zu einem gleichmaéSigen Brei 
angeriihrt, durch einige Kubikzentimeter n NaOH geldst, bis 300 ccm 
mit H,O aufgefiillt, Lésung gegen Lackmus schwach alkalisch. Fiir den 
Anfangswert 75ccm der Lésung sofort mit n H,SO, versetzt bis gegen 
Methylrot schwach Rosa, aufgekocht, wahrend des Kochens mit €,3 cen 
Trypsin (nach Willstdtter) versetzt, das vorher durch Aufkochen abgetétet 
war, abgekiihit. Dann G.-N und R.-N bestimmt und zweimal 25 cem zur 
Dialyse angesetzt. Es wurde in Kollodiumhiillen, die mit Amylalkoho! 
ausgespiilt waren, unter Zusatz von etwas Amylalkohol 3 Tage geze' 
flieBendes Leitungswasser und 1 Tag gegen destilliertes H,O dialysiert 
Danach wurde die Fliissigkeit in der Hiille gemessen; hatten sich Flocken 
gebildet, so wurden sie feinstens zerrieben und mit der Lésung zu einer 
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ichmaBigen Suspension aufgeschwemmt. Nachdem zur COOH.-Titration 

veimal 10cem abgenommen sind, wurde die Suspension zur G.-N-Be- 
stimmung mit NaOH geldést. Den Rest der Caseinlésung mit 1 ccm 
Trypsin versetzt, im Brutschrank spalten lassen, nach bestimmten Zeiten 
Proben zu 75cem entnommen und hinsichtlich der Dialyse, der G.-N- 
und R.-N-Bestimmung wie der Anfangswert behandelt. 

Versuch 93. 300ccm 6°%iger Caseinlésung mit leem Ferment. 
Antangswert (R.-N = 6,8%): N. d. D. in leem: 1. 3,83mg G.-N, 
0.025 Millm. COOH; 2. 1,86me¢ G.-N, 0,014 Millim. COOH. Hiillen- 
inhalt: 1. 10.3mg G.-N, 0,675 Millim. COOH; 2. 615mg G.-N, 
0.48 Millim. COOH. I. Abnahme nach 20 Minuten (R.-N 2,2%): 
N. d. D. in leem: 1. 0,683 mg G.-N, 0,0086 Millim. COOH; 2. 0,919 mg 
G.-N, 0,41 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 21,9mg G.-N, 0,28 Millim. 
COOH, 2. 34,93 mg G.-N, 6,41 Millim. COOH. II. Abnahme nach 
1 Stunde (R.-N 5°): N.d. D.in leem: 1. €,793 mg G.-N, 0,0096 Millim. 
COOH; 2.0,73 mg G.-N, 0,0092 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 29,33 mg 
G.-N, 0,36 Millim. COOH; 2. 30,65mg G.-N, 0,39 Millm. COOH. 

Versuch 94. 300ccem 6%iger Caseinlésung mit leem Ferment. 
Anfangswert (Sp. = 0.3%): N. d. D. in leem: 1. 2,97mg_ G.-N, 
0.0134 Millim. COOH: 2. 2,81 mg G.-N, 0,0122 Millim. COOH. Hiillen- 
inhalt: 1. 104,94mg G.-N, 0,47 Millimm. COOH; 2. 86,96mg G.-N, 
0,38 Millim. COOH. J. Abnahme nach 20 Minuten (Sp. 13%): N. a. D. 
in leem: 1. 1,65me¢ G.-N, 06,0102 Millim. COOH; 2. 1,41 mg G.-N, 
06,0098 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 62,78 mg G.-N, (0,39 Millim. 
COOH: 2. 46,96mg G.-N, 0,33 Millim. COOH. II. Abnahme nach 
50 Minuten (5% Sp.): N.d. D. in leem: 1. 1,69 mg G.-N, 0,0112 Millim. 
COOH; 2. 1,63 mg G.-N, 0,0106 Millim. COOH. Hiilleninhalt: 1. 70,28mg¢ 
G.-N, 0,48 Millm. COOH; 2. 56,90mg G.-N, 0,37 Millim. COOH. 
111. Abnahme nach 1% Stunden (12.5%, Sp.): N.d. D.in leem: 1. 1,94 mg 
G-N, 0,0124 Millm. COOH; 2. 1,40mg G.-N, 0,0102 Millim. COOH. 
Hiilleninhalt: 1. 69,95 mg G.-N, 0,45 Millm. COOH; 2. 48,6 mg G.-N, 
6,35 Millim. COOH. 








Fermente und Licht. XIII. 
Von 


Ludwig Pincussen. 


Die Wirkung 
des Lichtes auf Takadiastase bei Zusatz von Sensibilisatoren. 


Von 
Y. Kambayashi (Tokio). 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des Stadtischen Krankenhauses 
am Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 9. November 1928.) 


In friiheren Mitteilungen dieser Reihe (1) ist gezeigt worden, dai 
die Wirkung des Lichtes auf Fermente im Reagenzglas eine schadigende 
ist, abhangig von der Verdiinnung der Lésung und ihrem pg. Ferner 
wurde von Pincussen (2) an Pankreasdiastase gezeigt, daB die Licht- 
schadigung mit zunehmender Reinigung des Ferments eine starkere 
ist. Andererseits ist bekannt, da bei Zusatz von Sensibilisatoren 
der EinfluB des Lichtes gesteigert wird. Solche Untersuchungen sind 
sowohl an Fermenten wie auch an lebenden Organismen angestellt 
worden. Nach Versuchen von Tappeiner und Jodlbauer (3) soll be- 
sonders Invertin durch gewisse sensibilisierende Farbstoffe stark ge- 
schadigt werden. Auch Diastase soll bei Gegenwart von Sauerstoff 
durch Licht bei Gegenwart dieser Farbstoffe starker beeinfluBt werden. 
Die Starke der Wirkung soll mit der Konzentration des Sensibilisators 
in einer gewissen Beziehung stehen, indem im allgemeinen eine Zu- 
nahme der Beeinflussung des Invertins mit Zunahme der Konzen. 
tration des Sensibilisators beobachtet wird, z, B. beim dichloranthracen. 
disulfosauren Natrium, wiahrend bei Fluorescein die Schidigung bei 
zunehmender Konzentration ein Maximum erreicht, um danach wieder 
abzunehmen. 

Es interessierte nun zunachst, bei einem Ferment, der Taka 
diastase, festzustellen, ob die Bedingungen der Schadigung unter Zusat7 








n. 
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der Sensibilisatoren die gleichen sind, wie ohne solche beobachtet 
wurde, ob namlich pg, Verdiinnung der Fermentlésung und der Reinheits- 
yrad des Ferments auch bei Farbstoffzusatz die Lichtschidigung mab- 
geblich beeinflussen. Als Sensibilisatoren wurden fiir die Versuche die 
bereits fiir andere Untersuchungen verwandten Farbstoffe Eosin, dichlor- 
anthracendisulfosaures Natrium und anthrachinondisulfosaures Natrium 
angewandt, die in 0,01°.iger Lésung den Fermentlésungen zugefiigt 
wurden. Die Belichtung erfolgte wie in friiheren Versuchen mit 
einer Quarzamalgamlampe oder mit einer Quarzquecksilbertauchlampe. 
Es wurden die Lésungen einer aus Japan bezogenen Takadiastase 
mit Puffer und Farbstofflésung dem Lichte ausgesetzt, die Kontrollen 
bedeckt neben den Proben, bei Verwendung der Tauchlampe im Wasser- 
bad gehalten. Die Bestimmung der Starkespaltung erfolgte wiederum 
nach dem Verfahren von Willstdtter und Schudel durch jodometrische 
Titration der gebildeten Maltose. 


Zur Priifung, ob auch bei Zusatz der Sensibilisatoren der py dieselbe 
Rolle spielt wie bei einfacher Belichtung, wurden folgende drei Ver- 
suche mit den genannten Farbstoffen angesetzt. 


Versuch I. 
Es wird gemischt 
15cem 0,1 °%iger Diastaselésung, 
1 ., m/3 Phosphatpuffer, pq 5,91, 6,64, 6,98, 7,65, 
2 ,, 0,01 %ige Eosinlésung. 
Die eine Halfte der Mischung wird mit der Quarzamalgamlampe 
30 Minuten in einer Entfernung von 10cm belichtet, die andere Halfte 
bleibt als Kontrolle. 
Zum Fermentversuch werden 5ccm Diastasemischung angesetzt, dezu 
10 cem 1°%iger Lésung von léslicher Starke, 
3 ,, m/3 Phosphatpuffer, pq 5,91, 
Verdauung 30 Minuten bei 38°. 


Es wurde gebildet: 





Pa Belichtet Unbelichtet awn 
5,91 10,3 mg Maltose 37,8 mg Maltose 27 % 

6,64 121 , * 37,0 , . 32,5 

6,98 3... . 34,3 , % 35 

7,65 12,9 , . 82.6 , m 39,5 


Die starkste Schidigung liegt also auch hier bei der im Dunkeln 
starksten Fermentwirkung. 
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Versuch II. 
Es wird gemischt 
10cem Diastaselésung, 
2 ,, n/l0 Citratpuffer 4,83, 5,31, 5,97, 6,68, 
2 ,, 0,01°%,ige Lésung von dichloranthracendisulfosaure: 
Natrium. 
Belichtung der einen Halfte wie in Versuch I 30 Minuten, wahrend dix 
andere Halfte als Kontrolle bleibt. 
Zum Fermentversuch werden angesetzt: 5ccem Diastaselésung 
10 cem 1°,ige Starkelésung, 
3 ,, m/3 Phosphatpuffer, py 5,91, 
Verdauung 30 Minuten bei 38°. 


Es wurde gebildet: 





Verhaltnis 


PH Belichtet Unbelichtet belichtet : unbelichtet 
4,83 18,9 mg Maltose 29,2 mg Maltose 56 %, 

5,31 18.9 , " 345 . ” 55 

5,97 18,9 , - 36,5 , " 52 

6,68 Ss ° 81 me 58 


Also liegt auch hier, wenn auch nicht so deutlich, die starkste 
Schadigung bei der héchsten Dunkelwirkung. Dasselbe ergibt sich 
noch klarer bei Anwendung von Phosphatpuffer, wie folgender Versuch 





zeigt. | 
Versuch III. | 
licem 0,1°,iger Diastaselésung, ' 
1 ,, m/3 Phosphatpuffer von verschiedenem px, 
2 ,, 0,01°%ige Lésung von dichloranthracendisulfosaurem 
Natrium. ' 
‘ Belichtung und Kontrollen wie in friiheren Versuchen. Zum Ferment- 
versuch ebenfails gleiche Mischungen. Es wurde gebildet in 15 Minuten 
bei 38°: ; 
Belich Unbelicht Verhaltnis 
Pu elicatet BSSHCRIET belichtet : unbelichtet | 
591 5,1 mg Maltose 29.2 mg Maltose 17.5% \ 
6,64 8.6 , o 25,7 . - 33,5 g 
6.98 86 . ‘, 24 - a 36 | 
7,65 103 , Za 282 . - 44.5 
x 


Auch aus diesem Versuch ergibt sich, wie aus den vorigen, dal} 
die friiher gefundene GesetzmaBigkeit, nach welcher die gréBte Licht. 
schadigung bei der optimalen Wasserstoffionenkonzentration eintrit' 
auch fiir die Versuche mit Sensibilisatoren ihre Geltung hat, wenn 
auch das Ausmaf der Unterschiede von gewissen Faktoren, tiber dir 
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‘ier nicht diskutiert werden soll, abhangig sein kann. Es scheint sich 
hieraus zu ergeben, daB zum mindesten in dieser Beziehung der Mecha- 
nismus der Lichtwirkung durch Sensibilisatoren qualitativ nicht ver- 
indert wird, wenn auch quantitativ gewisse Unterschiede vorhanden 
sein diirften. 

In den nachfolgenden Versuchen wurde erstrebt, den quantitativen 
Verhaltnissen etwas niher zu kommen. Zunichst soll hier ein 
Orientierungsversuch beschrieben werden, aus welchem das Verhalten 
der mit Sensibilisatoren versetzten Fermentlésungen im Vergleich 
zu der gleichen Fermentlésung ohne Sensibilisator hervorgeht. 


Versuch IV. 
Es wurde gemischt: 
l5cem 0,1%ige Diastaselésung, 
1 ,, m/3 Phosphatpuffer, pq 5,91, 
2 ,, 0,01°%ige Lésung der genannten Farbstoffe bzw. Wasser. 
Belichtung mit der Quarzamalgamlampe in 15 cm Entfernung wahrend 
30 Minuten. 
Zum Fermentversuch 5 ccm Mischung + 2cem Phosphatpuffer, 5,91, 
10 ccm 1%ige Starkelésung. Im Wasserbad 30 Minuten bei 38°. 


Es wurde gebildet: 





7 ae . : : Verhaltnis 

Sensibilisator Belichtet Unbelichtet belichtet : unbelichtet 
Kosin. . ...... . | 154mg Maltose 41,5 mg Maltose 87% 
Dichloranthracendisulfos. | 12 , - 415 , " 29 
Anthrachinondisulfos.. . | 13,7 , a 41,5 , a 33 
coe ek ew a a 41,5 , ‘ 29 


Dieser Versuch ergibt, daB bei der angewandten Konzentration 
des Sensibilisators eine Dunkelwirkung nicht statthatte, und daB die 
Lichtwirkung in keinem Falle héher war als ohne Sensibilisator. Sie 
war gleich beim Dichloranthracen, geringer beim Anthrachinon und 
besonders beim Eosin. 

Bei dieser Lage fragte es sich nun, ob die Konzentration des Sensi- 
bilisators einen Einflu8 auf die Lichtwirkung hat. Die entsprechenden 
Versuche wurden in gleicher Weise wie die bisher geschilderten aus- 
gefiihrt mit dem Unterschied, daB die Farbstofflésung in verschiedenen 
Konzentrationen gewahlt wurde. Die Versuche wurden mit den drei 
genannten Farbstoffen ausgefiihrt. 


Versuch V. 
Es wurde gemischt: 
l5cem 0,1°%ige Diastaselésung, 
1 ,, m/3 Phosphatpuffer, py 5,91, 


2 einer 0,01°% igen Lésung von Eosin bzw. Wasser. 
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Belichtet wihrend 30 Minuten mit der Quecksilbertauchlampe ji 
Wasserbad bei 18° und bewegten Proben in der Anordnung von Pincussen (4 
10 em, 115 Volt, 5 Amp. 

Zum Fermentversuch 5ccem Mischung, 10cem 1°,iger Starke, 38 
15 Minuten. 


Es wurde gebildet: 





Sensibilisator Belichtet Unbelichtet ee , 
Wasser i 17,1 mg Maltose 36,6 mg Maltose 47° 
Kosin, 0,01 % ig way o a 36.6 , a 56 
0,05 , 24,2 , se 36.6 , am 66 
>» “a -« 29,8 , “ 36.6 . ‘ 80 
> =a: 31,0 , ss 36,6 . uv 85 


Versuch VI. 


> 


Gleicher Versuch mit dichloranthracendisulfosaurem Natrium. Be 
lichtung wahrend 40 Minuten in 10cm Entfernung bei 17 bis 19% Ver 
dauung wie bei Versuch \V 


Es wurde gebildet : 





Sensibilisator Belichtet Unbelichtet — 
Wasser .. . 12,1. mg Maltose 41,5 mg Maltose 29 % 
Dichloranthracendisulfos. 

O01%ig 137, , eS | 33 
0,05 ,  _- % 41.5 , m 58 
Be 4 25,8 , “ 415, s 62 
a is 375 . i 41.5 . e 66 


Versuch VII. 


Gleicher Versuch mit anthrachinondisulfosaurem Natrium. Anordnung 
wie bei Versuch V. Belichtung wahrend 45 Minuten bei 115 Volt und 
5 Amp., 19°. Verdauung wie vorher. 


Es wurde gebildet : 





Verhaltnis 


Sensibilisator Belichtet Unbelichtet belichtet : enbelichtet 
Wasser . . . .| 85mg Maltose 25,8 mg Maltose 33 % 
Anthrachinondisulfos. 

0,01 % ig 2 x * 25.8 , 5 66 
0,05 , 18.9 . YY 25.8 . x 73 
os « 20,7 . * 25.8 , . 80 


oS , 22,4 , . 25,8 , : 87 
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Es ergibt sich also iibereinstimmend, daB die Schadigung durch 
Licht mit zunehmender Konzentration des Sensibilisators abnimmt, 
wenn auch in wechselndem Ausma8. Wahrend bei Eosin und dichlor- 
anthracendisulfosaurem Natrium bei 0,01 °.igen Lésungen die Ver- 
ringerung der Lichtwirkung verhaltnismaBig gering ist, ist sie bei 
anthrachinondisulfosaurem Natrium schon bei dieser Konzentration 
recht betrichtlich. Im Dunkeln laBt sich eine Einwirkung auf die 
fermentative Wirksamkeit durch keine der angewandten Farbstoff- 
konzentrationen erkennen. 


Diese Erscheinung war zunichst nicht erwartet. Zwar haben 
Jodlbauer und Tappeiner [l.c. (3)] beim Invertin unter gewissen Um- 
stiinden schon eine Beeinflussuhg festgestellt, indem die Schadigung 
des Ferments bei verschiedenen Konzentrationen des Sensibilisators 
verschieden groB gefunden wurde. In meinen Untersuchungen ist 
dagegen ganz gesetzmaBig eine Verminderung der Schidigung durch 
zunehmende Konzentration des Sensibilisators festzustellen. Es wird 
bei weiteren Fermenten zu priifen sein, ob diese GesetzmaBigkeit auch 
fiir andere Fermente gilt, oder ob die Diastase hier eine besondere 
Stellung einnimmt. 


In jedem Falle ist die Erklarung dieses Verhaltens nicht einfach. 
Man wird jedoch zu der Annahme gedrangt, dab ein groBer Teil des 
eingestrahlten Lichtes vom Sensibilisator gewissermaBen selbst  ver- 
braucht wird und darum fiir die Wirkung auf das Ferment fortfiallt. 


Wie in den bereits erwaihnten Versuchen von Pincussen [l. c. (2)] 
festgestellt worden ist, ist die Lichtwirkung auf gereinigte Priparate 
von Pankreasdiastase griéBer als auf ungereinigte. Es wurde hier davon: 
Abstand genommen, eine Reinigung, wie sie in der obengenannten 
Arbeit beschrieben ist, durchzufiihren. Ich begniigte mich, dem von 
Liters und Sellner (5) fiir Malzamylase angegebenen Verfahren folgend, 
eine Adsorptionsreinigung mit Aluminiumhydroxydgel nach W illstdtter 
durchzufiihren. Es wurden 0,5 g Takadiastase in 200 com Wasser geldst, 
von diesen wurden 100 cem (unbehandelt) zuriickbehalten, die anderen 
1} cem mit 10cem einer Suspension von Aluminiumhydroxyd A, 
25g in 10cem Wasser, versetzt, gut durchgeriihrt und eine Stunde 
stehengelassen. Es wurde dann scharf abzentrifugiert, die tiberstehende 
Fliissigkeit abgegossen, der Riickstand mit 20 ccm destillierten Wassers 
nach Aufriihren ausgewaschen und wieder zentrifugiert. Nach Ab- 
gieBen der Fliissigkeit wurde mit 100ccm m/30 Natriumphosphat, 
Pu 7,38, eluiert und auf diese Weise 100 ccm der so gereinigten Diastase- 
lisung zuriickgewonnen. Die Lésung wurde nun durch Zufiigen von 
5eem m/5 primiren Phosphats (3 ccm m/3 + 2cem Wasser) zu je 
20 cem auf ein py 6,6 gebracht. Sie enthielt nun in 25cem 5 ccm 


99% 
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m/3 Phosphat, in 100 cem also 20cem m/3 Phosphat, war also b 
ziiglich Phosphat m/15, wahrend der Gehalt an Diastase, wenn ma: 
die urspriinglich vorhandene zugrunde legt, 0,2°;, betrug. 


Die unbehandelte Lésung wurde auf denselben py gebracht, inde: 
je 20cem mit 5cem m/3 Phosphat, pq 6,6, versetzt wurden, sie wa: 
also fiir Phosphat ebenfalls m/15, ihr Diastasegehalt betrug ebenfalls 
0,.2°.. Fir die Versuche wurden diese Lésungen auf das Zwei- und 
Vierfache verdiinnt, so da8 ihr Diastasegehalt, auf die urspriinglic) 
vorhandene Menge berechnet, 0.1 bzw. 0,05°,, betrug, ihr Phosphat 
gehalt m/30 bzw. m/60. 

Fiir den Versuch wurden, wie friiher, zu je 15 cem der Lésung 
bei 0,1°,iger Diastase 2cem Wasser bzw. Eosin, bei der 0,05 ° igen 
Lésung zu l5cem 1 ecem Wasser bzw. Farbstofflisung zugefiigt, so 
daB8 die Konzentrationen in Wirklichkeit etwas geringer als oben 
angegeben waren. Die Bestrahlung erfolgte mit einer Tauchlampe von 
115 Volt, 5,5 Amp. bei 10 cm Abstand wahrend 40 Minuten bei einer 
Temperatur des Wasserbades von 18°. Zum Fermentversuch wurden 
5cem 0,1°,iger Diastase bzw. 10 ccm 0,05°,iger Diastasemischung 
ohne weiteren Zusatz eines Puffers 30 Minuten bei 38° im Wasserba< 
verdaut. Die Resultate ergeben sich aus den Tabellen VIII bis XI 


Versuch VIII. 


Ohne Zusatz von Farbstoff. 





1 . Verhaltnis 
Belichtet Unbelichtet belichtet : unbelichtet 

Unbehandelte Diastase: 

Beem 0,1%ige Lsg. 53 mg Maltose 63,5 mg Maltose 84% 

= ee «” . 49,5 , a 63,5 , a 78 
Behandelte Diastase : 

5cem 0,1 %ige Lsg. 36 , “le ae . 

eae | ae * aa . oe i 52 


Versuch IX. 


Gleicher Versuch mit Eosin. 





Verhilinis 


Belichtet Unbelichtet belichtet : unbelichte: 
Unbehandelte Diastase: 
5eem 0,1%ige Lsg. 57 mg Maltose| 64 mg Maltose 89 % 
0 ee ee _-_ ‘. a ia . 83 
Behandelte Diastase: 
5eem 0,1%ige Lsg. 39,5 , js 58,5 , . 68 
we .. Ger « 2 = CS - 58.5 , Me 65 
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Versuch X. 


Gleicher Versuch mit dichloranthracendisulfosaurem Na. 





= ' Verhaltnis 
Belichtet Unbelichtet belichtet : unbelichtet 
| nbehandelte Diastase: 
5eem 0,1%ige Lsg. 51,5 mg Maltose 63,0 mg Maltose 82 %, 
10, 005 , ~ 48.0 . - 61,5 , re 78 
Behandelte Diastase: 
5eem 0,1%ige Lsg. 38,0 . ™ 57.0 i 67 
-.. Gee = » $85 . - 57.5 . 58 
Versuch XI. 


Gleicher Versuch mit anthrachinondisulfosaurem Na. 





; : Verhaltnis 
Belichtet Unbelichtet belichtet : unbelichtet 

Unbehandelte Diastase: 

5cem 0,1%ige Lsg. | 58.5 mg Maltose | 65,5 mg Maltose 89 % 

». Cm . id aes Ss 65.5 . = 84 
Behandelte Diastase: 

5eem 0,1%ige Lsg. 38 , - 56,5 , . 67 

10, 005 , " _ . 55 6Ci«s 63.5 


. 


Die Aktivitat der auf die gleiche Menge der unbehandelten Diastase 
berechneten Liésung ist etwas geringer als die der Ursprungslésung, 
was sich zwanglos daraus herleitet, daB nur ein gewisser Prozentsatz 
der urspriinglich angewandten Diastase aus dem Adsorbat eluiert 
worden ist. Entsprechend den bereits genannten Versuchen mit 
Pankreasdiastase ist die Lichtwirkung auf die gereinigte Takadiastase 
dem Ursprungspraparat gegeniiber erheblich gesteigert, indem ohne 
Sensibilisator bei Anwendung der ungereinigten Diastase 16 bzw. 22°, 
durch das Licht zerstért werden, wahrend bei der gereinigten Diastase 
36 bzw. 48°), durch die Lichtwirkung unwirksam werden. Ferner 
bestatigt sich auch hier das wiederholt gefundene Gesetz, daB ver- 
diinnte Lésungen durch das Licht starker beeinfluBt werden als kon- 
zentriertere: dies tritt bei der gereinigten Diastase in viel héherem 
Ausma zutage als bei der ungereinigten. (Versuch VIII.) 


Grundsitzlich gelten diese GesetzmaiBigkeiten auch fiir die Be- 
lichtung unter Zusatz von sensibilisierenden Farbstoffen, doch ist 
bei den angewandten Farbstoffkonzentrationen, die an der unteren 
Grenze der tiberhaupt verwandten liegen, die in den vorher geschilderten 
Versuchen gefundene Tatsache wiederum festzustellen, dab eine 
Intensivierung der Lichtwirkung weder bei den unbehandelten, noch 
bei den gereinigten Diastaselésungen erfolgt ist. Die Schadigung 
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unter Zusatz der Sensibilisatoren war auch bei den gereinigten Lésungen 
in keinem Falle gréBer, in der Regel sogar erheblich geringer als ohn 
diese. Das tritt besonders bei den verdiinnten Lésungen deutlic! 
hervor. Ahnlich wie in den anfangs beschriebenen Versuchen bestehen 
auch hier graduelle Unterschiede: die Abschwachung der schadigenden 
Lichtwirkung war am geringsten bei dichloranthracendisulfosaurem 
Natrium, wihrend sie bei den anderen verwandten Farbstoffen recht 
erheblich war, ohne daB® zwischen ihnen deutliche Unterschiede fest 
zustellen waren. 

Ob und inwieweit die Fluoreszenz der angewandten Farbstoffe 
bei diesen Erscheinungen eine Rolle spielt, ferner ob es sich um eine 
fiir die Diastase typische Reaktion handelt, oder ob die gefundenen 
Verhialtnisse auch fiir andere Fermente zutreffen, miissen weitere 
Versuche ergeben. 


Literatur. 
1) L. Pincussen und Mitarbeiter, Fermente und Licht I bis XII, diese 
Zeitschr. 1923 bis 1928. 2) Derselbe, Fermentforschung 8, 1925. 
3) Tappeiner und Jodlbauer, Die photodynamische Erscheinung. Leipzig 
1908. 4) L. Pincussen, Methodik d. Fermentforschung, 8. 626. Leipzig 
1929. 5) H. Liiers und E. Sellner, Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 1925. 


(Nach, H. Liiers, Methodik d. Fermentforschung, 8. 875.) 
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Uber Tetra-Araban und seine Beziehung 
zur Tetragalakturonsiure, dem Hauptkomplex der Pektinstoffe. 


Von 


Felix Ehrlich und Friedrich Schubert. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 9. November 1928.) 


Aus den Arbeiten von F. Ehrlich! und v. Sommerfeld iiber die 
Pektinstoffe der Zuckerriibenwurzel hatte sich ergeben, daB das im 
Zeligeriist der Pflanze urspriinglich vorhandene, in kaltem Wasser 
unlésliche Pektin durch heiBes Wasser gelést und dabei hydrolytisch 
in zwei chemisch differente Komponenten gespalten wird, die in dem 
beim Eindampfen der wasserigen Extrakte gewonnenen wasserléslichen 
Hydrato-Pektin® vorliegen. Dieses Substanzgemisch, das in Form 
gelblich bis braunlich gefairbter gelatineartiger Blatter erhalten wird, 
besteht regelmaéBig in annihernd gleichen Mengenverhilinissen aus 
einem Pentosan, dem Araban, und aus dem Calciwm-Magnesiumsalz 
der Pektinséiure. Da F. Ehrlich® und A. Kosmahlu neuerdings bei Unter- 
suchung der Pektine der Obstfriichte zu ganz analogen Resultaten 
gelangt sind, so scheint damit die schon friiher ausgesprochene Ansicht 
weiter gestiitzt, derzufolge das Ursprungspektin der Pflanzen eine 
lockere, bereits durch heiBes Wasser sprengbare Verbindung zwischen 
dem Araban und dem pektinsauren Salz darstellt. 

Die Entmischung des Hydrato-Pektins gelingt in einfacher Weise 
mit Hilfe von 70°, igem Alkohol, von dem Araban leicht aufgenommen 
wird, wahrend das Ca-Mg-Salz der Pektinsiure darin unldslich ist. 
Beim Verdampfen der alkoholischen Lésungen erhalt man regelmabig 


' Diese Zeitschr. 168, 263, 1926. 

2 Diese Bezeichnung wird der friiher zuerst gewahlten ,,Hydro-Pektin“ 
vorgezogen, um schirfer hervorzuheben, daB es sich hier um eine Hydra- 
tation, nicht etwa um eine Hydrierung handelt. 

3 Die Arbeit erscheint demnichst in dieser Zeitschrift. 
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in Mengen von 20 bis 30°,, auf Hydrato-Pektin berechnet, ein links 
drehendes ,,Roharaban* als gelb- bis dunkelbraun gefirbte hygr: 

skopische amorphe Masse, die schwach reduziert und noch durch gering: 
Mengen Saponin, essigsaure Salze und karamelartige Farbstoffe ver 

unreinigt ist. Dieses Roharaban 14Bt sich schon durch kurzdauerndes 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure vollkommen hydrolysieren und 
liefert dabei bis zu 90°, und mehr kristallisierte /-Arabinose. Das 
Araban ist kein einheitlicher Kérper, sondern ein Gemisch von ver 
schiedenen Anhydriden der Arabinose. Durch fraktionierte Behandlung 
mit Alkohol verschiedener Konzentration war es miéglich, daraus 
noch aschehaltige, schwach reduzierende Substanzen abzuscheiden, 
deren tiberwiegender Anteil ebenfalls stets die Arabinose war, deren 
spezifische Drehung aber zwischen [a], = — 60 bis — 173° schwankte 
Einzelne dieser Arabane schienen den Analysen zufolge aus 2 oder 3 Mole 
kiilen Arabinose unter Entzug von | bis 2 Molekiilen Wasser zusammen. 
gesetzt zu sein, doch war eine weitergehende Aufteilung dieser Ge- 
mische nicht regelmaBig durchzufiihren. Offenbar entstammten alle 
diese Verbindungen einem noch héhermolekularen Araban, das durch 
fermentative Prozesse zum Teil vielleicht schon in der Pflanze, dann 
aber gréBtenteils durch die langdauernde Einwirkung des kochenden 
Wassers wihrend der Extraktion des Pektins, besonders bei Gegen- 
wart von Essigsiure, die nebenher aus Pektinsiure abgespalten war. 
eine mehr oder minder weitgehende partielle Hydrolyse erfahren hat 
Es war aber bisher nicht méglich, den Nachweis eines solchen gréBeren 
Arabankomplexes zu erbringen. 

Es ist uns nun gelungen, aus dem Roharaban eines Hydrato- 
Pektins, das aus einem schonend getrockneten Riibenmaterial her- 
gestellt war, durch ein einfaches Fallungsverfahren eine einheitliche, 
aus Arabinoseanhydriden bestehende hochmolekulare Verbindung zu 
isolieren, die anscheinend die Ursprungssubstanz der fiir gewéhnlich 
im Rohprodukt vorliegenden Gemische von Pentosanen bildet. Es 
handelt sich hier um ein Araban, das wir als Tetra-Araban bezeichnen 
wollen. Die Ergebnisse der Elementaranalyse und der Molekular- 
gewichtsbestimmung der gereinigten Substanz stimmen namlich genau 
auf die Zusammensetzung einer Tetraanhydro-Tetra-Arabinose von der 
Formel 4C;H,,0; — 4 H,O = Cyp Hy Oi¢. Durch Umfiallen aus 
Alkohol und Ather wurde das Tetra-Araban in Gestalt eines fast 
farblosen lockeren amorphen Pulvers erhalten, das nur sehr wenig 
Asche enthielt, neutral reagierte und sich in Wasser und 70- bis 
80°,igem Alkohol leicht léste. Es reduzierte Fehlingsche Lésung nur 
sehr schwach und gab deutlich alle Farbreaktionen der Pentosen 
Seine Hydrolyse durch heiBe verdiinnte Mineralsaure fiihrte zu stark 
reduzierenden Lésungen, aus denen ahnlich wie aus den Araban 
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gemischen 1-Arabinose zu isolieren war. In wisseriger Lésung zeigte 
das Tetra-Araban eine spezifische Drehung von [a]? 123°. 

Bemerkenswert war nun, dab das Tetra-Araban auch durch Fermente 
spaltbar ist. Da sich aus Arbeiten von F. Ehrlich' ergeben hatte, daB 
gewisse Diastasepriparate, besonders die Takadiastase, auf Pektin- 
stoffe eine stark lésende und abbauende Wirkung besitzen, so wurde 
versucht, dieses Ferment auch auf Tetra-Araban zur Einwirkung zu 
bringen. Dabei war tatsichlich unter aseptischen Bedingungen eine 
zwar langsam verlaufende, aber fast vollstdndige H ydrolyse des Pentosans 
durch Takadiastase zu beobachten. Schon nach einigen Tagen der 
Einwirkung begannen die betreffenden Lésungen deutlich zu reduzieren, 
und es war eine merkbare Abnahme der Linksdrehung eingetreten. 
Bei Abbruch des Versuchs nach 4 Monaten reduzierte die Fliissigkeit 
in der Hitze Fehlingsche Lésung duBerst stark. Die urspriingliche 
Linksdrehung war vollstandig in eine starke Rechtsdrehung um- 
geschlagen, von einer GréBenordnung, die dem Drehungsvermégen 
der 1-Arabinose entsprach. Aus den zum Sirup verdampften Lésungen 
lieB sich durch Extraktion mit Alkohol in nicht unbetrichtlichen 
Mengen fast reine /-Arabinose gewinnen, die durch ihre Drehung sowie 
durch den Schmelzpunkt und die Drehung ihres Benzylphenylhydrazons 
niher charakterisiert werden konnte. Takadiastase hatte also analog 
der Hydrolyse durch Mineralsiure Tetra-Araban zu l-Arabinose auf- 
gespalten. Ob es sich hier um die Wirkung einer Amylase oder einer 
spezifischen ,,Arabanase“ handelt, mu’ weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben. 

Der Nachweis des Tetra-Arabans in der Arabankomponente des 
Pektins bietet pflanzenphysiologisch ein besonderes Interesse, da er 
Riickschliisse auf die vermutliche Herkunft und Entstehungsweise 
derartiger Pentosane in der Pflanze zu ziehen erlaubt. Aus friiheren 
Arbeiten von F. Ehrlich? und aus unseren weiteren Untersuchunygen® 
ging hervor, da8 der Hauptkomplex der Pektinstoffe aus einer vier- 
basischen hochmolekularen Saure, der Tetragalakturonsiiure, besteht. 
Diese enthalt in ihrem Aufbau 4 Molekiile d-Galakturonsiure, aus denen 
4 Molekiile Wasser ausgetreten sind, und entspricht demnach in ihrer 
Zusammensetzung der durch zahlreiche Analysen gestiitzten Formel: 
4C,H,,0, — 4H,O = C,,H,,0,,. Vergleicht man hiermit die oben 

1 F. Ehrlich, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 1312, 1927; ferner unter 
Abschnitt ,,Pektinase** in C. Oppenheimer und L. Pincussen, Die Met hodik 
der Fermente, Leipzig 1928. 8. 926. Die ausfiihrlichen Arbeiten erscheinen 
spiter in dieser Zeitschrift. 

2 Chem.-Ztg. 41, 197, 1917; diese Zeitschr. 168, 263, 1926; 169, 13, 1926; 
Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 1312, 1927. 

3’ Die abschlieBenden Arbeiten werden in den Berichten d. Deutsch 
Chem. Gesellsch. veréffentlicht. 
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fiir das Tetra-Araban abgeleitete Formel, so ist leicht ersichtlich, da‘ 


es nur der Abspaltung von 4 Molekiilen Kohlendioxyd bedarf, um von 
der Tetragalakturonsaure zum Tetra-Araban zu gelangen: 


Coq Hy Ong = Coo Hyp %— + 4 CO,. 
Bei der nahen stereochemischen Verwandtschaft der d-Galakturon 


siure und der |-Arabinose, wie sie sich aus der Gegeniiberstellung der 
Aldehydformeln ergibt: 


CHO CHO 
HCOH HCOH 
HOCH HOCH 
HOCH HOCH 
HCOH CH, OH 
COOH 
d-Galakturonsaure 1-Arabinose 


erscheint es wohl méglich, daB auch in der Pflanze im Verlauf bestimmter 
fermentativer Prozesse die Arabankomponente des Pektins aus der Tetra- 
galakturonsdure durch CO,-Abspaltung an den vier freien Carboxyl- 
gruppen gebildet wird. Der Zusammenhang der entstehenden 4 Molekiile 
l-Arabinose durch gegenseitige saccharidartige Bindungen zwischen 
den Aldehyd- und Hydroxylgruppen, wie sie in der urspriinglichen 
Tetragalakturonsdure vorliegen, wiirde in dem bei diesem Abbau zuniichst 
auftretenden Tetra-Araban vollkommen erhalten bleiben. Vielleicht 
ist die Entstehung der in der Pflanzenwelt weit verbreiteten Arabinose 
enthaltenden Pentosane aus komplexen Galakturonséuremolekeln der 
Zellgeriistsubstanz auf ahnliche Weise erklarbar. Hier ist in erster 
Linie an die Pflanzenschleime, wie Gummi arabikum, Kirschgummi., 
Traganth und andere, zu denken, die neben viel Arabinose und Galaktose, 
wie friiher! schon gezeigt wurde, stets auch einen Uronsiureanteil 
enthalten. Wahrscheinlich sind die Pflanzenschleime als Ubergangs- 
formen der Pektinstoffe, aus denen sie entstehen, zu hemicellulose- 
aihnlichen Pentosanen und Hexosanen zu betrachten. 

Gelegentlich unserer friiheren Arbeiten? iiber die Pektinstoffe 
des Flachses haben wir bereits auch die Méglichkeit erértert, dab 
in analoger Weise wie l-Arabinose aus d-Galakturonsiure die im 
Hexopentosan des Flachspektins gefundene /-Xylose aus der in der 
Flachspektinsiure vermutlich neben der d-Galakturonsdure  vor- 
kommenden d-Glykuronsdure entstanden sein kann. Experimentell 


1 F. Ehrlich, Chem.-Ztg. 41, 200, 1917. Mit eingehenden Unter 
suchungen iiber diese Gruppe von Pflanzenstoffen ist Herr Dr. Fritz Wein- 
mann im hiesigen Institut beschdaftigt. 

2 F. Ehrlich und F. Schubert, diese Zeitschr. 169, 13, 1926. 
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erscheint diese Ansicht besonders durch die Alteren Versuche von 
PE. Salkowski und C. Neuberg' gestiitzt, die gezeigt haben, daB sich 
d-Glykuronsaure durch das Bakteriengemisch der Fleischfaiulnis unter 
(O,-Abspaltung in die stereomer verwandte 1-Xylose iiberfiihren laBt. 
Vielleicht sind auch die Muttersubstanzen des im Holz und Stroh 
vielfach auftretenden Xylans bestimmte Polyglykuronsduren, deren 
Existenz wiederholt in verschiedenen Pflanzenteilen angenommen 
wurde, die aber allerdings analytisch neben den Polygalakturonsiuren 
hisher nicht geniigend sicher nachgewiesen erscheinen?. 


Als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Versuche dienten ausgelaugte 
Zuckerriibenschnitzel, die uns von der Zuckerfabrik Maltsch in Schlesien 
zur Verfiigung gestellt waren. Sie waren nicht, wie sonst tiblich, mit Feuer- 
gasen, sondern mit Rauchgasen (Temperatur 200 bis 300°C) sehr schonend 
getrocknet und zeigten eine sehr gute Erhaltung der organischen Substanz. 
Sie enthielten noch etwa 10,7°, Wasser. 

Zur Gewinnung von Hydrato-Pektin wurden diese Trockenschnitzeln 
zunéchst von anhaftenden léslichen Saftbestandteilen befreit, indem man 
Lkg davon zweimal mit je 10 Litern gewéhnlichem Wasser und dann 
mit destilliertem Wasser in einem emaillierten Kochtopf je 1 Stunde bei 
bei 50 bis 55° auslaugte. Nach jedesmaliger Auslaugung wurden die Schnitzel 
auf ein Koliertuch abgegossen und unter einer Hefepresse scharf ab- 
gepreBt. Das zuletzt erhaltene PreBwasser zeigte mit a-Naphthol keine 
Zuckerreaktion mehr. Der zuriickbleibende, zuckerfreie PreBkuchen wurde 
nunmehr in 10 Liter destilliertem Wasser verteilt und das Gemisch 1 Stunde 
iiber freier Flamme intensiv gekocht, wobei das Pektin der Schnitzel 
allméhlich in Lésung ging. Die abkolierte und abgepreBte Schnitzelmasse 
wurde noch dreimal mit frischem Wasser angesetzt und demselben Koch- 
verfahren unterworfen. Die bei jedesmalig»m Kolieren und Abpressen 
gesammelten klar filtrierten Extrakte ergaben beim Eindampfen in groBen 
Porzellanschalen auf dem Wasserbad das Hydrato-Pektin in Gestalt von 
gelblichen bis braunlicnen glanzenden Blattern und Krusten mit einem 
durchschnittlichen Wassergehalt von 6,7 %. Auf die urspriinglichen 
Trockenschnitzel bezogen, betrug die Ausbeute 17,3°, Hydrato-Pektin. 

Zur Isolierung des Arabans wurden 100 g des lufttrockenen Hydrato- 
Pektins in 1 Liter 70°,igen Alkohols eingetragen, darin 4 Tage lang bei 
Zimmertemperatur unter haufigem Umschiitteln suspendiert und dann 
vom Ungelésten abfiltriert. Das gelblich gefarbte, das Araban enthaltende 
alkoholische Filtrat zeigte im 2-dem-Rohr eine Drehung von ap = 2,43°. 
Es wurde im Vakuum zur Trockene verdampft und der briiunliche, sirupése 
Riickstand mit 500ccem kalten Wassers aufgenommen. Dabei blieben 
geringe Mengen einer hellgrauen Substanz ungeldst, die sich durch die 
starke Rotviolettfirbung bei Behandlung mit Essigsiureanhydrid und 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 261, 1902; 37, 464, 1903. 

2 E. Schmidt, W. Haag und L. Sperling, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 
58, 1394, 1925; J. Marcusson, Zeitschr. f. angew. Chem. 89, 898, 1926; 
E. Schmidt, K. Meinel und E. Zintl, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 60, 503, 
1927; EB. Hdgglund, F. W. Klingstedt, T. Rosengvist und H. Urban, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 177, 248, 1928. 
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konzentrierter Schwefelsiure als Saponin erwies. Die hiervon abfiltriert: 
klare, gelbbraune, wiasserige Fliissigkeit ergab im Vakuum auf etwa 80 cc: 
eingeengt auf Zusatz von 800ccem Alkohol eine flockige Fallung. De, 
erhaltene hellbriunliche Niederschlag wurde nach der Filtration einig 
Zeit in Alkohol suspendiert, dann schnell abgesaugt, mit Alkohol uni 
Ather nachgewaschen und in einer Achatschale trocken verrieben. Auf 
diese Weise lieBen sich 4,0 g noch nicht ganz reines T'etra-Araban gewinnen, 
das nach Trocknen im Vakuum iiber Schwefelséure ein hellbraunliches, 
luftbestaéndiges Pulver mit geringem Aschengehalt (1,4°) darstellte. Es 
léste sich leicht in kaltem Wasser nach anfianglichem Quellen zu einer 
klaren, gelbbraunlichen, neutralen Lésung, die in der Wiarme Fehlingsch: 
Lésung noch merkbar reduzierte und stark die Orcinreaktion auf Pentose: 
gab, wahrend die Naphthoresorcinreaktion negativ ausfiel. 

Zur Analyse wurde die Substanz 6 Stunden im Vakuum bei 78° iibe: 
Phosphorpentoxyd in der Trockenpistole getrocknet. 

Auf aschefreie Substanz gerechnet: 

0,1480 g Substanz: 0,2514g¢ CO,, 0,0826¢ H,O. 

Fiir CyoH,0,.- Ber.: © 45,45, H 6,06. 

Gef.: C 46,33, H 6,24. 

Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurde die Substanz im 
Vakuum iiber H,SO, bis zur Konstanz getrocknet. 

0,2000 g Substanz in 10 ccm Wasser gelést. c = 2,0. 1=1. a} 

— 2,269. [a]f} = — 113,0°. 

Zur weiteren Reinigung wurde das zuerst erhaltene Rohprodukt einer 
besonderen Umfallung unterzogen. Zu diesem Zwecke léste man 3g der 
oben beschriebenen unreinen Substanz in 30ccm destilliertem Wasser 
und versetzte die Lésung mit einem Uberschu8 von Alkohol, wobei ein 
zaher, braunlicher Sirup ausfiel, der sich nach einigem Stehen an den 
Wandungen des Glases festsetzte. Nach AbgieBen der iiberstehenden 
Fliissigkeit ergab der riicksténdige Sirup mit etwa 100cem 80% igem 
Alkohol schwach erwarmt eine Lésung, die nach dem Abkiihlen mit einigen 
Tropfen 10°,iger Salzséure versetzt wurde. Aus dieser Fliissigkeit schied 
sich auf Zusatz von 300 ccm 96°%igen Alkohols und des gleichen Volumen 
Athers ein fast weiBer Niederschlag aus, den man nach dem Abdekantieren 
und nach wiederholtem Suspendieren in einem Gemisch von Alkohol und 
Ather schnell absaugte, mit Ather nachwusch, lufttrocken verrieb und 
im Vakuum iiber Schwefelséiure vollstaéndig trocknete. Nach diesem Ver- 
fahren wurden 1,85 g Tetra-Araban in Gestalt eines fast farblosen, lockeren, 
amorphen Pulvers gewonnen, das bis auf einen hartnickig anhaftenden 
Aschengehalt von 1,42°% von Beimengungen frei war. Es zog an der Luft, 
ohne sich auBerlich zu verindern, etwa 8°, Wasser an. Die Substanz 
léste sich in kaltem Wasser leicht mit schwach gelblicher Farbe. Ihr 
neutral reagierende Lésung gab alle Reaktionen der Pentosen, besonders 
stark und in typischer Weise die Orcinreaktion. 

Zur Analyse wurde die Verbindung bei 78° im Vakuum iiber P,O, 
in 6 Stunden bis zur Konstanz getrocknet. 

0,1617 g Tetra-Araban, entsprechend 0,1594g aschefreier Substanz, 
ergaben 


0,2682 g CO, und 0,0856 g H,O. 


Fiir Cy H,.0,,. Ber.: C 45,45, H 6,06. 
Gef.: C 45,89, H 6,01. 
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Spezifische Drehung des konstant getrockneten Tetra-Arabans. 


0,1655 g Substanz in 10ccm H,O gelést. ¢ = 1,655. 1=2. a} 


4,06°. [a]f? = — 122,7°. 


Die wisserige Lésung des Tetra-Arabans reduzierte erst bei langerem 
Kochen Fehlingsche Lésung sehr schwach. Beim Erhitzen mit verdiinnter 
Salzsiture ergab die urspriinglich linksdrehende Lésung schon nach kurzer 
Zeit starke Rechtsdrehung, entsprechend der Aufspaltung des Arabans zur 
\rabinose, und reduzierte dann Fehlingsche Lésung sehr kriftig. 


Molekulargewicht des Tetra-Arabans. 


0,2483 g Substanz, konstant getrocknet, in 15 ccm H,O geldst. 
185,8 . 0,165 
Gef.: Mol. 611. 
0,060 


Fiir C.,~H,.0,,. Ber.: 528. 


Die Aufspaltung des Tetra-Arabans zu l-Arabinose durch ein 
Ferment der ,,Takadiastase“ zeigten folgende Versuche: 


lg lufttrockenes Tetra-Araban wurde zusammen mit 0,5¢ Taka- 
diastase’ in 50cem H,O gelést. Die stark schiitumende, schwach getriibte, 
hellgelbe Lésung reagierte neutral und reduzierte schwach Fehlingsche 
Lésung. Diese Reduktion war auf einen Bestandteil der Takadiastase 
zuriickzufiihren. Die Versuchslésung wurde nach kriéftigem Durchschiitteln 
mit l0cem Toluol in einer mit Glasstépsel verschlossenen Pulverflasche 
langere Zeit bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 

Parallel dazu wurde unter denselben Bedingungen in einer gleich 
groBen Flasche eine Lésung von 0,5 g Takadiastase in 50 ccm H,O mit 
10 cem Toluol aufgestellt. Die Lésung reduzierte in gleicher Weise schwach 
Fehlingsche Lésung. 

Von Zeit zu Zeit wurden Proben der beider Fliissigkeiten entnommen, 
klar filtriert und im }l-dem-Rohr auf ihr Drehungsvermégen untersucht. 


Drehung in Graden Saccharose (1 = 1). 





TetrasAraban 


A Takadiastase 
Takadiastase tur sich 
Anfangsdrehung. . ..... — 5,0 + 1,6 
Nach 24 Stunden. ...... — 54 +412 
‘4 ... ee oe — 51 +12 
” 10 ” ce we & oe Ss — 4.0 + 1,2 
Me © Remsen . ww ts + 61 +12 


Bei Abbruch der Versuche nach dieser Zeit zeigten beide Fliissigkeiten, 
die neutral reagierten, keine Spur von Bakterienwachstum, das auch beim 
Ausstrich auf Nihrgelatine nicht zu beobachten war. Wahrend die Drehung 
der Takadiastaselésung bis auf einen anfanglichen kleinen Abfall konstant 
geblieben war, hat die mit dem Ferment behandelte Tetra-Arabanlésung 


' Bezogen von Parke, Davis & Co., London. 
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einen vélligen Umschwung der Linksdrehung in eine fast ebenso gro/ 
Rechtsdrehung erfahren, die in die GréBenordnung des spezifischen Drehung 


vermégens der 1]-Arabinose (fa]p = + 105°) fallt. Zieht man von de: 
Drehung der fermentierten Arabanlésung die Eigendrehung der angewanat« 
Takadiastase ab: 6,1 — 1,2 = + 4,9° Saccharase = + 1,70 Kreisgracd: 


und berechnet aus diesem Werte die spezifische Drehung des umgewandelte) 
Arabans, bezogen auf 0,945 g¢ der urspriinglich angewandten, vollig g 
trockneten Substanz, so ergibt sich [a]p = + 90° Das bedeutet also, 
daB die Hauptmenge des Tetra-Arabans durch das Ferment zu 1-Arabinos« 
aufgespalten ist. Dementsprechend zeigte auch die fermentierte Araban 
lésung sehr starke Reduktion gegen Fehlingsche Lésung, wahrend dik 
anfangliche, nur schwache Reduktion der Takadiastaselésung fiir sich auc! 
nach 4 Monaten dieselbe geblieben war. 

Zur Isolierung der abgespaltenen 1-Arabinose wurde dann noch dis 
mit Takadiastase behandelte Tetra-Arabanlésung im Vakuum zum Sirv; 
eingeengt und dieser auf dem Wasserbad mit Alkohol ausgekocht. Di 
nach dem Abkiihlen erhaltenen etwa 100 cem des wasserklaren, alkoholischen 
Filtrats drehten im 2-dem-Rohr ap = + 2,8° Saccharose. Beim Ver 
dunsten der Lésung im Vakuum ergab sich daraus 0,9¢ eines gelblich 
braunen Sirups, der schon beim Stehen iiber Nacht spontan kristallinisch 
erstarrte. Nach einigen Tagen wurde die Kristallmasse gut mit weniy 
90° igem Alkohol verriihrt, das weiBe Kristallmehl abgesaugt, mit Alkoho! 
und Ather gewaschen und im Vakuum iiber H, SO, getrocknet. Man gewann 
auf diese Weise direkt 0,20 q fast reine l-Arabinose. 

0,1812 ¢ des Zuckers in 10 cem H,O zeigten im 2-dem-Rohr anfangs 
a? = + 5,07° und nach 24 Stunden a’? = -+ 3,64°. Dem entspricht eine 
Anfangsdrehung von [a]? = + 140,1° und eine Enddrehung von + 100,6°. 
In dem Praéparat lag also schon eine annihernd reine ]-Arabinose vor. 

Die zur Polarisation benutzte Lésung wurde zusammen mit den alkoholi 
schen Filtraten der Arabinose nochmals verdampft und der riickstandige 
Sirup in etwa 50cem 75°%,igem Alkohol gelést. Die alkoholische Lésung 
ergab, mit 1 g Benzylphenylhydrazin versetzt, nach kurzem Erhitzen und 
Stehen tiber Nacht einen gelblichen Kristallbrei, der abgesaugt und mit 
Alkohol und Ather farblos gewaschen wurde. Durch Umlésen der Kristal! 
nidelchen aus 75°,igem Alkohol und Trocknen im Vakuum lieben sic! 
im ganzen 0,50g reines l-Arabinose-Benzylphenylhydrazin gewinnen mit 
dem Schmelzpunkt 172 bis 173° (nach Ruff und Ollendorf' 174°). 

Zur Bestimmung der Drehung wurden 0,3755 g Hydrazon unter FE: 
wirmen in 80ccem Methylalkohol gelést. Die abgekiihlte und wieder 
aufgefiillte Lésung zeigte im 2-dem-Rohr eine Drehung von aj = 0,14", 
woraus sich [a}}§ = — 14,7° berechnet (nach Lobry de Bruyn? und v. Eken 
stein — 14,6°). 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 82, 3224, 1900. 
2 Tollens, Handb. d. Kohlehydrate, 8S. 121. 
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Untersuchungen iiber das Verhalten 
des Lignins bei der natiirlichen Zersetzung von Pflanzen. 


Von 
Franz Fischer und Rudolf Lieske. 
(Nach Versuchen von E. Hofmann.) 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Kohlenforschung, Miilheim/Ruhr.) 


(Eingegangen am 9. November 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


DaB die Hauptmasse der praktisch verwertbaren Kohlen (Humus- 
kohlen) aus Pflanzen entstanden ist, wurde durch Untersuchungen 
vieler Forscher einwandfrei nachgewiesen. Nach den Ausfiihrungen 
von Franz Fischer und Schrader! ist die Kohlebildung so zu erkliren, 
das die Cellulose der die Kohlebestandteile liefernden Pflanzen von 
Mikroorganismen schneller zersetzt wird als ihre Ligninsubsianz. 
Nach der Zerstérung der Cellulose unterliegt die Ligninsubstanz der 
Inkohlung, wobei vielleicht Prozesse eine Rolle spielen, wie sie in 
neuerer Zeit von Taylor? beschrivben wurden: Die sauren Lignin- 
bzw. Huminsubstanzen werden durch Basenaustausch mit den dariiber 
abgelagerten Schichten alkalisch und so einer weiteren, und zwar 
anaeroben Veranderung durch Mikroorganismen zugiinglich. 

Der fiir die Kohlebildung entscheidende Faktor, nimlich die rasche 
biologische Zersetzung der Cellulose gegeniiber dem langsamen LigninabLau, 
wurde bereits von verschiedenen Forschern festgestellt bzw. bestitict. 
Rose und Lisse*® zeigten durch Untersuchung von zwei im Walde vermoderten 
Proben der Douglasfichte, da8 mit fortschreitender Vermoderung cer 
Cellulosegehalt der Gesamtsubstanz sinkt und der in Alkali lésliche Anteil 
entsprechend steigt. Von Franz Fischer, Schrader und Friedrich* wurde 
festgestellt, daB in Torfmooren in gleicher Weise die Cellulose im Vergleich 


1 Franz Fischer und H. Schrader, Entstehung und chemische Struktur 
der Kohle. Essen, W. Girardet, 1922. 

2 Taylor, Fuel 6, 359, 1927; 7, 230, 1928. 

% Rose und Lisse, Journ. of Ind. and Engin. Chem. 9, 284, 1917. 

* Franz Fischer, H. Schrader und A. Friedrich, Ges. Abhandl. z. Kenntn. 
d. Kohle 5, 531, 1920. 








352 F. Fischer u. R. Lieske: 


zu den nicht hydrolysierbaren Anteilen nach der Tiefe zu abnimmt. Weit 
wurde von ihnen gezeigt, daB der Methoxylgehalt bis zu einem gewiss: 
Alter steigt, um spater in altem Torf wieder abzunehmen. Bray w 
Andrews’ stellten exakte Versuche an iiber den Abbau von Fichtenh: 
durch bestimmte Pilze, die in Reinkulturen zugesetzt wurden. Sie konnt: 
feststellen, daB die angewendeten Pilze im Holze nur die Cellulose und dj; 
iibrigen Kohlehydrate abbauen, das Lignin aber so gut wie unverinder 
lassen. In einer 3 Jahre alten Kultur stieg der Ligningehalt bis zu 71 
an, wahrend der Cellulosegehalt nur noch 16% betrug. Durch die Vi 
moderung entstand ein Gewichtsverlust von 62,4°, der nur auf den Verlus: 
der Cellulose zuriickzufiihren ist. Die Cellulose kann also in diesem Fa! 
nicht in andere feste Stoffe umgewandelt worden sein. 

Falck und Haag? untersuchten drei Proben eines vom Hausschwam: 
befallenen Fichtenbalkens. Auch sie fanden eine Abnahme des Cellulos: 
gehalts mit fortschreitender Vermoderung und dafiir eine Anreicheruny 
an Lignin, die bei der am starksten zersetzten Probe 56,58°, betrug. De; 
von Falck und Haag beschriebene Abbau des Lignins bei der Zerstéruny 
von lebendem Holz* durch Polyporus (Korrosion) spielt praktisch fiir di 
Holzzersetzung eine untergeordnete Rolle. SchlieBlich wurde vor einige: 
Zeit von Brandi* eine Untersuchung eines Moders aus einer alten Eich: 
veréffentlicht, aus der hervorgeht, daB ein solcher Moder nur noch seh 
wenig Cellulose enthalt und zum gréBten Teile ausLignin, Lignin- und 
Huminsaiuren besteht. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von 
Grosskopf{® an altem Fichtennadelmaterial gemacht. 


Die Befunde aller mitgeteilten Arbeiten stimmen darin tiberein 
da8 bei der natiirlichen Zersetzung von Pflanzenteilen in erster Linie 
die Cellulose zerstért wird. Die Untersuchungen beziehen sich aber 
immer nur auf einzelne wenige Fille, so daB es wiinschenswert erschien. 
analoge Versuche einmal in gréBerem Umfang auszufiihren, um fest- 
zustellen, ob den Befunden allgemeine Giiltigkeit zukommt. Zu diesem 
Zwetke untersuchten wir drei Fichtenholzproben, die im Institut mit 
einer Reinkultur des Hausschwammes infiziert worden waren (Proben 
M1, M2, M3). Wir unterseschten ferner sieben Proben vermodernden 
Holzes aus einem Naturschutzgebiet des Bayerischen Waldes (am 
Falkenstein bei Zwiesel). Es befinden sich dort ausgedehnte Fichten- 
bestiinde, in denen keinerlei forstliche Eingriffe vorgenommen werden 
Der Boden ist mit einer dicken Moosschicht bedeckt, unter der sich 
das vermoderte Holz als hell- oder dunkelbraune, mehr oder weniger 
lockere Masse vorfindet. Beim Liegen an der Luft nimmt der Moder 


1 Bray und Andrews, Journ. of Ind. and Engin. Chem. 16, 137, 1924 

2 Falck und Haag, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 225, 1927. 

3 Ob die Méglichkeit besteht, daB das Auftreten von Cellulosereste: 
in Braunkohle mit dieser Erscheinung in Zusammenhang steht, wird von uns 
noch weiter untersucht. Wir berichten dariiber in einer besonderen Arbeit 
iiber die Lignite der Braunkohlen. 

4 4. Brandl, Brennstoffchemie 9, 89, 1928; dortselbst weitere Literatu: 

5 Grosskop{, Brennstoffchemie 7, 293, 1926. 
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ine dunklere Farbe an, was vielleicht, wie bei frisch entnommener 
Braunkohle, auf Sauerstoffaufnahme zuriickzufiihren ist. Mikro 
‘kopisch 14Bt sich an dem Material leicht feststellen, ob es von 
Laub- oder Nadelholz stammt. Die von uns untersuchten Proben 
waren ausschlieBlich Fichtenholzproben (W1, W 2. W3, W4, W5 
W 6. W 7). 


Unsere Untersuchungen dehnten wir dann aus auf Moder, der 
in abgestorbenen Stimmen durch TierfraB (Kaferlarven) entstanden 
war. Bei den aus dem Naturschutzgebiet stammenden Proben W 1. 
W2 und W8 lieB sich einwandfrei Material isolieren, das nur auf 
TierfraB zuriickzufiihren ist. Diese Proben TW1, TW2 und TW 3 
gestatten zugleich. Vergleiche zu ziehen mit dem nur durch Pilze zer- 
stérten Material. Von einer Tierfrabprobe (TW 8) stand Pilzmoder 
nicht zur Verfiigung. Weiterhin untersuchten wir Exkremente einer 
Kaferlarve in einem Weidenstamm (Probe E). 

Die Ligninbestimmungen wurden durchgefiihrt nach der von 
Kénig und Becker (nach Schwalbe!) angegebenen Methode, nach der 
man die Kohlehydrate mit 72°,iger Schwefelsiure hydrolysiert und 
den Riickstand wiegt. Der Gehalt an Methoxyl wurde nach der Methode 
von Zeisel? festgestellt. Bei den meisten Proben wurde neben dem 
Lignin noch die Menge der in kaltem und heibem Wasser léslichen 
Substanz bestimmt, der in Alkohol-Benzol lésliche Anteil sowie das 
Aschegewicht und die Wasserstoffionenkonzentration des Moders. 
Die einzelnen Proben ergaben keine wesentlich abweichenden Befunde ; 
in allen Fallen zeigte sich mit fortschreitender Vermoderung cine 
Zunahme des prozentualen Gehalts an Lignin. 


Untersuchung von Fichtenholzmoder. 


Es wurden zuniachst drei Holzproben (Fichtenmoder aus dem Bayerischen 
Wald) untersucht, die noch verhailtnismaBig wenig abgebaut waren. Probe 
W 1 entspricht in Farbe und Festigkeit noch einigermaBen gesundem 
Holze. Die Untersuchung ergab: Einwage 0,5572g¢ Moder, gefunden 
0,1734g¢ Lignin = 31,12°%%. Bei einer anderen, etwas weiter abgebauten 
Probe W 2 hatte das Holz bereits wesentlich an Festigkeit verloren, es 
hatte einen hellgelben Farbton. Einwage 0,4972¢ Moder, gefunden 
0.1773 ¢ Lignin 36,65 °.. 

Genauer untersucht wurde die Probe W 3. Das Holz war so weit zer- 
setzt, daB man es leicht mit den Fingern zerreiben konnte. Farbe ocker- 
braun. Ligninbestimmung: Einwage 0,3812 ¢ Moder, gefunden 0,1495 ¢ 
Lignin 39,21°%. Methoxylbestimmung: Einwage 0,1576g¢ Moder, 
der mit Alkoholbenzol 1:1 extrahiert worden war. Gefunden 0,0646 ¢ 


1 Schwalbe, Schriften des Vereins der Papierchemiker 13, 135 und 137. 
Berlin 1920. 
2 Houben-Weyl, Method. d. org. Chem. 3, 144. Leipzig 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 203. 23 
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Jodsilber 542°, Methoxyl. Kaltwasserléslicher Anteil: Einwag: 
0.7924 ¢, gefunden 0,0075 ¢ 0,95°%,. HeiBwasserléslicher Anteil: Ein 


wage 1,1750g, gefunden 0,0668 ¢ 5,68°,. Alkohol-Benzolléslicher Anteil 
Finwage 1.6795 g Moder, gefunden 0.1138 g Extrakt 6,76°,. 


Probe W 4, Ligninbestimmung: Einwage 0,4476 g. gefunden 0.2640 , 
Lignin 59,00°,. Probe W 5 sah aéuBerlich der Probe W 3 ahnlich, das 
Material war noch leichter zerreibbar und etwas dunkler gefarbt. Es konnte 
da die Menge dieses Moders fiir weitere Untersuchungen nicht ausreichte. 
nur das Lignin bestimmt werden. Einwage 0,5880¢ Moder, gefunden 


06,4196 ¢ Lignin 71,36°,.. Probe W 6, auBerlich von der Probe W 5 
kaum zu unterscheiden, ergab folgende Werte: Ligninbestimmung, Ein 
wage 0,4080g¢ Moder. gefunden 0.3015 ¢ Lignin 73,89°.. Methoxyl- 


hestimmung: Einwage 0,2127g¢ Moder. gefunden 0.1604 g¢ Jodsilber 

9,96°, Methoxyl. Kaltwasserléslicher Anteil: Einwage 0,643 ¢ Moder, 
yvefunden 0,0088 g 1,36°%. HeiBwasserléslicher <Anteil: Einwage 
10677 ¢ Moder, gefunden 0,0182 ¢ 7,09°,. Alkohol-Benzolextrakt : 
Einwage 12,1660 g Moder, gefunden 0,5165 g Extrakt 4,25°;). Probe W 7, 
Holzmasse verhaltnismaBig wenig deformiert, dunkel rotbraun, sehr leicht 
zerreiblich. Ligninbestimmung: Einwage 0,4184g Moder, gefunden 
0.3590 ¢ Lignin 85,55 %. Methoxylbestimmung: Einwage 0,1340 ¢ 
Moder, gefunden 0,1178 g Jodsilber 11,60°,, Methoxyl. Kaltwasser- 
léslicher Anteil: Einwage 1,6108 g, gefunden 0,0139 ¢ 0,86°,. Heib- 
wasserléslicher Anteil: Einwage 1,4486¢, gefunden 0,0681 g¢ 4,67 % 
Alkohol- Benzolextrakt: Einwage 10,7596 ¢ Moder, gefunden 0,3290 g 
Extrakt 3,05 %. 


Untersuchung von Tierfra8 material. 


Durch unsere Untersuchungen wurde weiter die schon durch andere 
Forscher hervorgehobene Tatsache bestitigt, daB bei der Zersetzung 
von pflanzlichem Material in der Natur nicht nur Bakterien und Pilze 
beteiligt sind, sondern daB auch verschiedene niedere Tiere daran 
einen prozentual hohen Anteil haben. Es sind besonders die Larven 
verschiedener Kafer, die das abgestorbene Holz in den Waldern zer- 
kleinern und durch ihren Magendarmkanal passieren lassen. Nicht 
nur die Formen, die wirklich in der Lage sind, Cellulose zu verdauen, 
sondern auch die, welche das Holz lediglich zernagen, um ein Substrat 
fiir ihre Symbiosepilze zu schaffen, tragen wesentlich zum Abbau des 
Holzes bei. Da uns nicht bekannt ist, daB bisher Analysen von durch 
Insekten zerstértem Holz ausgefiihrt wurden, haben wir davon eine 
Anzahl durchgefiihrt, um festzustellen, ob durch den Tierfrab eine 
Beschleunigung des Celluloseabbaues verursacht wird. Wir unter- 
suchten vier Proben von Fichtenholz aus dem erwaihnten Naturschutz- 
gebiet im Bayerischen Wald. Das Material, wohl hauptsichlich aus 
den Exkrementen der Tiere bestehend, fiillte die FraBgiinge in Form 
eines feinen, kérnigen oder mehligen Pulvers aus. In einem Falle 
untersuchten wir ahnliches Material aus einer Weide, in einem weiteren 
solches von einem Kirschbaum. In allen Fallen befanden sich die 
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“rabgange nicht in frischem, unzersetztem Holz, sondern in solchem, 
las mehr oder weniger durch Pilze und Bakterien abgebaut war. Wir 
rhielten bei diesen Untersuchungen folgende Werte: 


Probe TW 1 entspricht der oben  beschriebenen, dureh Mikro 
rganismen abgehauten Probe W 1. Es fanden sich in diesem Material 
FraBginge oder Nester, die mit kérnigem Pulver ausgefiillt waren. Dieses 
Pulver wurde sorgfaltig von den iibrigen Bestandteilen getrennt und zur 
Analyse verwendet. Es wurde eine Ligninbestimmung ausgefiihrt. Einwage 
0.6470 g¢ Pulver, gefunden 0,2669¢ Lignin 41,11°% (vel. nicht zer- 


fressenes Holz derselben Probe = 31,12°;). 

Probe TW 2 entspricht der oben bezeichneten Probe W 2. Pulvrige 
Ausfiilllung von FraBgingen: Ligninbestimmung, Einwage 0,6633 ¢ 
Pulver, gefunden 0,2892g¢ Lignin = 43,60°,. (Vgl. nicht zerfressenes 
Holz derselben Probe 35,65 %.) 


Probe TW 3 entspricht der Probe W 3. Kérnig pulvrige Ausfiillung 
von FraBgingen. Ligninbestimmung: Einwage 0,5999 g¢ Pulver, gefunden 


0.2972 g Lignin = 49.21°,, (nicht zerfessenes Holz 39.21°,.). Bei dieser 
Probe wurde noch der Methoxylgehalt bestimmt. Einwage 0,3258 ¢ Moder, 
gefunden 0,1815 ¢ Jodsilber 7,36°, Methoxyl (nicht zerfressen 5,42 °;,). 


Alkohol-Benzol-Extrakt: Einwage 9,7596¢, gefunden 1,2160g Extrakt 
13.14°, (nicht zerfressen 6,76°,). 

Probe TW 8, FraBpulver aus vermodertem Fichtenholz. —Lignin- 
bestimmung: Einwage 0,3472g Pulver, gefunden 0,1828¢ Lignin 
- §2,65°%. Das nicht zerfressene Holz konnte in diesem Falle nicht unter- 
sucht werden, da nicht geniigend Material vorhanden war. 

Probe E, Exkremente einer nicht naiher bestimmten Kaéaferlarve aus 
einer lebenden Weide. Ligninbestimmung: Einwage 0,4653 ¢ Substanz, 


gefunden 0,2562 g Lignin = 69,32°,. Aus dem bei der Analyse gewonnenen 
Lignin wurde eine Methoxylbestimmung vorgenommen. Einwage 0,2472 ¢ 

; £ g 
Lignin, gefunden 0,1700 g Jodsilber = 9,87°, Methoxyl. Frisches Weiden- 


holz enthalt nach einer Angabe von Kénig und Becker nach Bugge, 8. 18* 
24,7°, Lignin und 4,78°, Methoxyl, nach Bamberger und Benedikt ( Bugge. 
S. 13*). 

Aus den Versuchen geht hervor, daB durch Tierfrab ebenfalls 
eine starkere Abnahme der Cellulose und dadurch eine Anreicherung 


an Lignin verursacht wird. 


Versuche mit Reinkulturen. 


Versuche tiber die Zersetzung von Holz mit Reinkulturen verschiedener 
Pilze sind schon wiederholt durchgefiihrt worden. Es ist von vornherein 
anzunehmen, daB der Abbau durch Reinkulturen anders verlauft als in 
der freien Natur. Um genaue Vergleichswerte zu bekommen, untersuchten 
wir drei Proben von Fichtenholz, das von Merulius Jacrymans in Kulturen 
zersetzt worden war. Das Holz wurde in kleinen Klétzen von 5,5 x 3,2 
<1,7em nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz entsprechend den 
Angaben von Professor Falck auf gut entwickelte Reinkulturen von Merulius 
lacrymans gebracht. Die Kulturen wurden bei Zimmertemperatur gehalten. 


* Bugge, Techn, Fortschr. 15. Steinkopf, 1927. 
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Die erste gréBere Probe M 1 wurde untersucht nach 210 Tagen. Es ward 
hierbei, da das Holz nur aubBerlich angegriffen, im Innern aber fast unver 
andert geblieben war, lediglich von der auBeren Schicht eine’ Lignir 
bestimmung gemacht. Einwage 0.3852 ¢ Moder, gefunden 0.1826 ¢ Lignis 
47,40°.,. 

Genauer untersucht wurden zwei weitere Proben, die nach 260 bzw 
300 Tagen analysiert wurden. Da diese Proben durch und durch zersetz 
waren, wurden sie vollstandig zur Analyse verwendet. Probe M 2 ergal 
Ligninbestimmung. Einwage 0.4109 g¢ Moder, gefunden 0,2140g¢ Ligni: 


52,08°,. Kaltwasserléslicher Anteil: Eimwage 2,46 g. gefunden 0,2162 ; 
8.78°,. Wegen der geringen Menge des vorhandenen Materials wurc: 
der heiBwasserlésliche Anteil aus dem in kaltem Wasser unléslichen Res: 
bestimmt. Einwage 2.1710 g, gefunden 0,1279 g 5,.89°,. Da in heiBen 


Wasser auch das léslich ist, was vorher bereits mit kaltem Wasser heraus 
gelést wurde, so ist der wirkliche in heiBem Wasser lésliche Anteil die Summ« 
der angegebenen Werte, d. h. 14,69°,. Gewichtsverlust der Probe durc! 
Wirkung des Pilzwachstums 44,48 °;. 

Probe M3 ergab: Ligninbestimmung, Einwage 0.3684 ¢ Moder, ge 


funden 0,2132 ¢ Lignin 57,90°.. Kaltwasserléslicher Anteil: Einwag: 
3.8238 g Moder, gefunden 0,2900 g = 7,58°,,. Heibwasserléslicher Ante! 
(wie oben) 3,3142 g Moder, gefunden 0,1948 g¢ 5.88°. (Summe wie oben 


13,46°,,). Alkohol-Benzolextrakt: Einwage 2,9982 g, gefunden 0,2291 ¢ 

7,64°,. Methoxylbestimmung: Einwage 0,2104g¢. gefunden 0,1314 ¢ 
Jodslber 8,23°,, Methoxyl. Gewichtsverlust der Probe durch Pilz- 
wachstum 56,82°,,. 


Untersuchung eines Farnmoores. 


Unter den Pflanzen, die das Material zur Kohlebildung geliefert 
haben, spielten die Farne eine groBe Rolle, die Farnflora war zu jener 
Zeit weit machtiger entwickelt, als heute. Es ist durch verschiedene 
Untersuchungen bekannt (ygl. Czapek'), daB man in héheren Farnen 
mit Hilfe der iiblichen Reaktionen Lignin nachweisen kann. Es erschien 
uns daher wiinschenswert, auch iiber den natiirlichen Abbau der Farne 
der bisher noch nicht naher untersucht wurde, genauere Versuche an 
zustellen. Zwischen Duisburg und Miilheim/ Ruhr finden sich aus 
gedehnte dichte Bestande des Adlerfarns (Pteridium aquilinum) teils 
im Unterholz von Laub- und Nadelwaldungen zerstreut, teils auch 
auf gréBeren Flachen freistehend. An einzelnen Stellen der freistehenden 
Bestande konnten wir eine echte Vertorfung der Farne feststellen 
Es war bis zu etwa 50cm unter der Oberflache eine dunkelbraune 
dem Sphagnumtorf ahnliche Masse gebildet, die, wie die mikroskopische 
Untersuchung ergab, fast ausschlieBlich aus den Resten von Pteridium 
bestand. 

An frischen Farnwedeln, die im Laboratorium in einer verschlossenen 


Flasche mehrere Monate lang aufbewahrt worden waren, lieB sich beob 
achten, daB das anfangs saure Material (wasseriger Auszug py 4.8) 


! Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 37. Jena, G, Fischer, 1913 
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nachst von Pilzen iiberzogen wurde und spiater nach starker, schleimiger 
Zersetzung durch Bakterien alkalisch wurde (wasseriger Auszug py 7,8): 
en Vorgang, der wahrscheinlich auf die bakterielle Zersetzung der Eiweib- 
fife im Farn zuriickzufiihren ist. Der saure Charakter der Farnpflanzen 
irfte demnach wohl auch in der Natur eine Bakterienzersetzung nicht 


hindern. 

Genaue Analysen wurden gemacht von frischen Farnwedeln, von 
irischen Rhizomen, von abgestorbenen Wedeln, die ein Jahr lang den 
Witterungseinfliissen ausgesetzt gewesen waren, und von Pteridiumtortf, 
der ungefahr 30cm unter der Oberflache entnommen werden war. Bei 
der Austiihrung der Analysen entstand eine gewisse Schwierigkeit dadurch, 
daB der Gehalt des Farnmaterials an Asche verhaltnisméBig hoch ist. 
\uBerdem war besonders bei den Proben von vermoderten Farnen ein 
Gehalt an feinen Sandkérnchen festzustellen, der daher riihrt. daB das 
Gelinde der Farnvegetation vorwiegend aus Sandboden besteht, der bei 
trockenem Wetter durch den Wind aufgeweht wird und so in den Farntort 
gelangt. Wir stellten daher zunaichst den Aschegehalt in der Einwage 
der zu untersuchenden Proben und schlieBlich den des gefundenen Lignins 
fest und nehmen an, daB wir auf diese Weise durch Beriicksichtigung 
der gefundenen Aschewerte anndihernd einwandfreie Analysenergebnisse 
finden konnten. 

Die frischen Wedel ergaben folgende Werte: Aschebestimmung. 
Einwage 0,6173 g, gefunden 0,0453 ¢ Asche 7,.43°,,. Ligninbestimumnung : 
Einwage 1,3518g Farnwedelpulver, gefunden 0,4456 g aschefreies Lignin 

32.95°,. Unter Lignin wird hier selbstverstindlich nicht eine dem 
Holzlignin héherer Pflanze chemisch gleiche Substanz verstanden, sondern 
lediglich der Rest, der nach Behandlung des Materials mit 72 °%,iger Schwefel- 
siure als unléslicher Bestandteil zuriickblieb. Kaltwasserléslicher Anteil : 


Einwage 1,5787 g, gefunden 0,2179 ¢ 13,80°,.. HeiBwasserléslicher 
Anteil: Einwage 1.67472. gefunden. 0.4585 ¢ 33.07%. Methoxyl- 
bestiummung: Einwage 0.5699 g, gefunden 0,1127 2 Jodsilber 2,58 % 
Methoxyl. 

Die Analyse von frischen, lebenden Rhizomen ergab: Asche 
bestimmung, Einwage 1,2756g sandfreies Rhizompulver, gefunden 
0.0752 g 5,90°, Asche. Ligninbestimmung: Einwage 1,3276g, ge- 
funden 0,4936 g 37.03°, Lignin mit 4,35°, Asche. 


Die abgestorbenen, halb vermoderten Farnwedel ergaben folgende 
Werte: Aschebestimmung, Einwage 0,9854 g Wedelpulver, gefunden 


0,1570 g 15,22, Asche. Ligninbestummung: Pulver-Aschegehalt 
05195 g, gefunden 0,2756g¢ aschefreies Lignin 53,05°,. Methoxyl- 
bestimmung: Einwage 0.3669 ¢. gefunden 0.0648 ¢ Jodsilber 2.33% 
Methoxyl. 

Bei der Analyse des Farntorfes fanden wir: Aschebestimmung, 
Einwage 1,8452 g, gefunden 0.2548 13,83°,, Asche. Ligninbestimmung, 
Einwage 0,8268 g (nach Abzug der Asche), gefunden 0.5622 ¢ Lignin (nach 
Abzug der Asche) 68,01°,. Methoxylbestimmung: Einwage 0,4630 g, 
gefunden 0,0472g¢ Jodsilber 1,35°,, Methoxyl. Kaltwasserléslicher 
Anteil: Einwage 2,4565g, gefunden 0,0565 g 2.06°,. HeiBbwasser 


léslicher Anteil: Einwage 3,7094 g, gefunden 0,1642 g 4.35°,. Vergleicht 
man die bei den einzelnen Farnproben erhaltenen Werte, so sieht man, 
daB mit der Vermoderung der nicht hydrolysierbare Anteil ansteigt von 
32,95 °%, im frischen Farn auf 53,05 und 68,01 °, in den vermoderten Proben. 
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Der Methoxylgehalt dagegen nimmt ab von 2,68 auf 1,35°,. wie 
Fischer, Schrader und Friedrich’ fiir alteren Torf und Falck und Coo 
fiir die spateren Stadien der Holzvermoderung festgestellt haben. Frise} >, 
Farn hat, wie aus den obenstehenden Analysenzahlen hervorgeht, ein 
hohen Gehalt an wasserléslichen Substanzen. Wir haben deshalb noch d+» 
Methoxylgehalt des bei der Analyse erhaltenen Lignins festgestellt und 
5,51°, gefunden. Das ergibt fiir den Farn nur einen Methoxylgehalt von 
1,81%. Vielleicht ist ein Teil des Methoxyls in den wasserléslichen Sul). 
stanzen enthalten. 


Das zunachst von uns untersuchte Fichtenholz stammt aus einen 
Naturschutzpark, d. h. aus einem Gebiet, in dem die Zersetzung des 
Holzes ohne Eingriffe des Menschen unter natiirlichen Bedingungen 
vor sich geht. Die klimatischen Verhaltnisse zur Zeit der Braunkohlen 
und Steinkohlenvegetation waren den jetzigen zweifellos nicht gleich 
auch die Okologie der Kohlenflora entspricht sicher nicht den Vege- 
tationsverhaltnissen in unseren Waldbestanden. Trotzdem kann man 
annehmen, da auch in friiheren Zeiten die Zersetzung von Pflanzen 
teilen in ahnlicher Weise erfolgte. Weder die physikalischen Bedingungen 
noch das Pflanzenmaterial oder die fiir den Abbau in Frage kommenden 
Mikroorganismen kénnen sich von den heutigen Verhiltnissen so weit 
unterschieden haben, daB man irgend einen Grund daraus ableiten 
kénnte, der einen vollig anderen Verlauf der Zersetzungsprozesse be 
dingen miiBte. 


Wir fanden Holzproben, die tiber 85°,, Lignin enthielten, Werte 
die in dieser Hohe bisher von anderen Forschern noch nicht festgestellt 
wurden. Besonders interessant ist nun die Tatsache, dal} an den unter- 
suchten Holzproben trotz des hohen Celluloseverlustes eine Verinderung 
der auBeren Struktur kaum zu bemerken ist. 


Von den Gegnern der Lignintheorie zur Entstehung der Kohle 
wird vielfach angefiihrt, daB gerade die Erhaltung der Holzstruktu 
dafiir spreche, daB die Cellulose einen wesentlichen Anteil fiir die 
Huminsaurebildung darstelle, eine Ansicht, die vom  botanischen 
Standpunkte aus durchaus berechtigt erscheint®. So schreibt z. B 
Erdmann*: ,,Entschieden zu weit geht aber Fischer nach meiner Ansicht 
wenn er der Cellulose alle Bedeutung fiir die Braunkohlenbildung 
aberkennen méchte. Dagegen spricht schon die oft voéllig erhaltene 
Holztektur, das mikroskopisch stets nachweisbare Pseudozellengewebe. 


1 Franz Fischer. H. Schrader und A. Friedrich, Ges. Abh. z. Kenntn. 
d. Kohle 5, 531, 1920. 

2 Falck und Coord, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 2101, 1928. 

3% Potonié, Einfiihrung in die allgemeine Kohlenpetrographie. Berlin 


1924. 
4 Erdmann, Zeitschr. f. angew. Chem. 34, 312, 1921. 


M: 
na 
wa 
no 
gal 
scl 
Bo 
un 
Wi 


Vol 








Cll 
Ph 
vit 
Ph 





Verhalten des Lignins bei der Zersetzung von Pflanzen. 359 


\\are in den Mooren die Cellulose durch biologische Prozesse voll- 
kommen gelést worden, so miibte auch eine vollkommene Mazeration 
eingetreten sein.” 

Unsere Untersuchungen haben einwandfrei ergeben, dab diese 
von Erdmann und anderen Forschern geiuBerte Ansicht nicht zutrifft 

Die von uns untersuchte Probe W7 enthielt 85,55°., Lignin, da 
neben 1,15°, Asche, 4,67°,, HeiBwasserlésliches, 3,05°,, Alkohol- 
Benzolextrakt. Cellulose kann in dieser Probe héchstens noch in Spuren 
vorhanden sein, die praktisch fiir die Erhaltung der Struktur kaum 
in Frage kommen. Die mikroskopische Untersuchung des betreffenden 





Abb. 1. 
Stark vermodertes Fichtenholz mit 85,55°/) Lignin, annahernd frei von Cellulose. 
Querschnitt an der Grenze eines Jahresringes. GréBe 1: 100. 


Materials ergab ein ginzlich unerwartetes Resultat. Es zeigte sich 
nimlich, daB die Zellstruktur und das Gewebe vollkommen erhalten 
waren; von einem wahrnehmbaren Schwund kann keine Rede sein, 
noch viel weniger von ,,einer vollkommenen Mazeration’*. Es besteht 
gar kein Zweifel, daB die Strukturbilder in diesem Falle fast aus- 
schlieBlich von der Ligninsubstanz gebildet werden, auch ein geiibter 
Botaniker kinnte diese von normalem cellulosehaltigen Material kaum 
unterscheiden. Wir fertigten von diesem fiir die Lignintheorie besonders 
wichtigen Befund zwei Mikroaufnahmen im genauen GréBenverhaltnis 
von 1: 100 an, die in den Abb. 1 und 2 wiedergegeben sind. Es sei 
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besonders hervorgehoben, dai die Schnitte ohne Einbettung od: 
sonstige Vorbehandlung des Materials mit dem Rasiermesser aus frei 
Hand ausgefiihrt wurden. 

Dal die Huminsubstanzen in den von uns untersuchten Fall 
nicht aus der Cellulose entstanden sein kénnen, lieB sich an demsellh: 
Material exakt nachweisen. Gesundes Fichtenholz enthalt nach Fale! 
23,55°,, Lignin und 4,06°, Methoxyl. Unsere stark vermoderte, aber 
in ihrer Struktur gut erhaltene Probe enthielt 85,55°, Lignin und 
11,60°, 
bleibt und seine Anreicherung im Material lediglich darauf zuriich 


, Methoxyl. Da bei der Vermoderung das Lignin erhalte: 
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Abb. 2. 
Dasselbe Holz wie in Abbildung 1. Radialer Langsschnitt. Grofe 1: 100. 


zufiihren ist, daB die Cellulose und andere Bestandteile abgebaut 
werden, sieht man deutlich, wenn man nicht die Gewichtsprozente 
sondern die entsprechenden Volumprozente vergleicht. Wir konnte: 
leicht an den duBerlich gut erhaltenen Stiicken unseres Materials das 
spezifische Gewicht desselben feststellen. 

100 cem Fichtenholz vom spezifischen Gewicht 0,52. enthalten 
nach Falck und Coord? 11,8 g Lignin, 4,06 g Methoxyl und demnach 
noch etwa 40g andere Bestandteile. Unsere Probe vom spezifische 


1 Falck und Haag, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 225, 1927. 
2 Falck und Coord, ebendaselbst 61, 2101, 1928. 
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Gewicht 0,146 enthielt in 100cem 12.48 g Lignin, 1,69 g Methoxyl 
ind demnach nur noch 2,00 g andere Bestandteile. (Harz, Asche, 
HeiBwasserlésliches usw.) Absolute Ligninmenge und absolute Meth- 
xylmenge sind also in einem gleichen Volumen von frischen und 
sehr stark durch Mikroorganismen abgebautem Holz annihernd gleich 
Die Cellulose kann also nicht in andere feste Stoffe umgewandelt 
worden sein, sondern ist restlos verschwunden. Der etwas hédhere 
Ligninbefund des vermoderten Holzes diirfte auf geringen Schwund 
zuriickzufiihren sein. Dab der Methoxylgehalt bei stark vermoderten 
Pflanzenteilen im Verhaltnis zum Gesamtlignin abnimmt, ist bereits 
durch die Versuche anderer Forscher bekannt (vgl. Falck und Coord’) 
Erwahnt zu werden verdient hier noch, daB Rump? angibt, daB bei 
der Ligninbestimmung im Holz mit 72 °,iger Schwefelsiure ebenfalls 
die Form der Zellwinde erhalten blieb. Namentlich das Gewebe der 
kutinhaltigen Blattoberflachen blieb bei ihren Versuchen gut erhalten 
Die abgebildeten Holzbestandteile sehen stark mazeriert aus. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Pteridium aquilinum 
zeigten, daB der natiirliche Abbau der Farne ebenso verlauft, wie 
bei den schon von anderen Forschern untersuchten héheren Pflanzen 
Auch hier bleibt die nicht hydrolysierbare Substanz erhalten und 
reichert sich mit fortschreitender Vermoderung an. 

Um die Ubersicht iiber die gefundenen Werte zu erleichitern, geben 
wir noch eine Zusammenstellung in Tabellenform. Wir bezeichnen die von 
Merulius in Reinkulturen abgebauten Proben mit M 1 bis M 3, das unter 
natiirlichen Verhaltnissen im Walde zersetzte Holz mit W 1 bis W 7, das 
durch TierfraB zerstérte Material mit TW 1 bis TW 3, entsprechend dem 
durch Mikroorganismen zersetzten Holz Nr.W 1 bis W 3. Von Probe 
TW 8 wurde nur TierfraBmaterial untersucht. Probe E ist TierfraBmaterial 
aus einer Weide. 











Probe: MI M2 M3 Wi W2 
Lignin ... 47,40 % 52,08 % 57,9% 31,12 % 35,65 %, 
Probe: Ww3 w4 ws | Wo W7 
Lignin: . . . 39,21 % 59 % 71.36 % 73,89 %, 85,55 °, 
TierfraBprobe : TWil rW 2 Tw3 TWs E Weidenb. 
SS 3.30) 41,11% 43,60 %, 49,21 % 52,65 %, 69,32 % 


Aus den Werten, die bei der Extraktion mit Benzol-Alkohol 1: | 
erhalten wurden, geht hervor, da8B mit fortschreitender Vermoderung der 
Extraktgehalt ansteigt, in den spéteren Stadien aber wieder abnimmt. 


' Falck und Coord, Ber. d. Deutsch. chem Ges. 61, 2101, 1928. 
2 E. Rump, Diss. Miinster i. W. 1914. 


23 * 











362 ~—s*F.. Fischer u. R. Lieske: Verhalten des Lignins bei der Zersetzung us\ 





Probe: W3 M3 TW 3 W6 Ww7 


Harz. ..... | 676% | 764% | 18 14% | 425% | 308% 


Ein ahnliches Verhalten zeigen die Werte fiir den in heiBem und kalte: 
Wasser léslichen Anteil. Dieser ist besonders hoch in Merulius-Reinkulturen, 
in denen Saéure weder ausgewaschen noch durch Wirkung anderer Organisme) 
beseitigt werden kann. 





Probe: M2 | M3 wW3 TW 3 wo Ww? 


Kaltwasserléslich 8,78 % 7.58% | 095% 2,49 % 1.36% | 0.86 % 
Heibwasserléslich 14,67°% 13.46% 568% 6,28 % 7,09 %, | 4,67 °%, 


Bei den im Walde vermoderten Proben sind die Proben mit den 
niedrigsten Ligninwerten die, die am meisten Saéure enthalten, doch sind 
ihre py-Werte nicht mehr so niedrig, wie die der Meruliusproben. Die an 
meisten vermoderten Proben haben einen py-Wert 6,0, d. h. sie enthalten 
nur noch so wenig Séure, daB ein Wachstum cellulosezerstérender Bakterien 
méglich ist. 





Probe: M1 M2 M3 WI1 W2|WT1\;TW2) W3 TW3| W6| W7 


Pa-Wert . 84 40 386 46 43 46 48 54 52 60) 69 


Zusammenfassung. 


Es wurde an einem umfangreicheren Material gezeigt, dab bei 
der Zersetzung von Pflanzen unter natiirlichen Verhaltnissen in erster 
Linie die hydrolysierbaren Bestandteile abgebaut werden, wihrend 
sich die Ligninsubstanzen mit fortschreitender Zersetzung anreichern 
Auch fiir die in dieser Hinsicht bisher nicht untersuchten Farne konnte 
der analoge Vorgang nachgewiesen werden. 

Im Gegensatz zu der vielfach in der Literatur geiuBerten Ansicht 
wird die mikroskopische Struktur des Holzes bei dem Celluloseabbau 
nicht zerstért. Es konnte gezeigt werden, daB bei einem vermoderten 
Fichtenholz, das ganz oder annahernd cellulosefrei war, die Struktur 
bis in die feinsten Einzelheiten erhalten blieb. Holzstrukturen in der 
Kohle sind daher kein Beweis gegen die Lignintheorie. 

Die Untersuchungen ergaben, da8 bei der Zersetzung von Pflanzen 
unter natiirlichen Verhaltnissen die py-Werte nicht so weit abfallen, 
wie bei Versuchen mit Pilzreinkulturen. Die anfangs gebildete Saure 
wird in der Natur durch Auswaschen oder durch Einwirkung von 
Mikroorganismen beseitigt, so daB auch siureempfindliche Bakterien 
an der weiteren Holzzersetzung teilnmehmen kénnen. 








Beitrag zum Permeabilititsproblem. 
Reibungskonstante, Grenzflichenspannung und Wandschicht. 


Von 


J. Traube und Siar-Hong Whang. 


(Aus dem Kolloidchemischen Laboratorium der Technischen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 10. November 1928.) 


Brinkmann und v. Szent-Gydrgyi' fanden, daB die Permeabilitat 
von Kollodiumfiltern, die fiir Hamoglobin impermeabel waren, durch 
vorheriges Durchpressen oberflachenaktiver Stoffe, wie Natrium- 
oleinat, Natriumlinolat, Pepton-Wite usw., auBerdem von einigen 
Alkaloiden fiir Hamoglobin permeabel wurden. 

Diese Versuche veranlaBten Traube und Dannenberg*, gelegentlich 
einer Studie iiber das Permeabilitatsproblem folgende Versuche aus- 
zufiihren : 

Eine in einem Wassermantel befindliche Glaskapillare, welche mit 
zwei Marken versehen und an einem Ende knieférmig umgebogen war‘, 
wurde mit Hilfe eines Winkelmessers unter einem Neigungswinkel von 
zweckmaBig 2 bis 3° gegen die Horizontalebene in ein Stativ eingespannt, 
und es wurden nun die AusfluBzeit von Wasser von Marke zu Marke einmal 
direkt bestimmt, das andere Mal, nachdem man vorher mit Hilfe einer 
verdiinnten ftherischen Olséurelésung eine Wandschicht von Olséure an 
der Glaswand erzeugt hatte. Es erwies sich als zweckmaBig, eine Tropfen- 
bildung zu vermeiden, indem man die Abtropffliche auf die Oberflache 
eines mit Wasser gefiillten GefaBes einstellte. 

Bei einem derartigen Versuch mit einer Réhre von 0,178 mm Radius 
und einer Horizontalneigung von 3° war die AusfluBzeit des Wassers bei 20° 
in der Glasréhre 199 Sekunden, dagegen in der Olsiureréhre = 49 Se- 
kunden. Wie die Olsdure verhielten sich die verschiedensten polaren Ole, 
wie Leinél, Eukalyptusél, Ricinusél] usw., sowie auch etliche polare feste 
Stoffe, wie Stearinséiure, Kollodium, Kautschuk, Mastix, verschiedene Lacke 
und insbesondere auch in Wasser schwer lésliche oberflachenaktive Stoffe, 


1 y. Szent-Gyérgyi und Brinkmann, diese Zeitschr. 189, 261 und 270. 
1923. 

2 Traube und Dannenberg, ebendaselbst 198, 209, 1928. 

* Traube und Magasanik, Zeitschr. tf. angew. Chem. 48, 1349, 192 
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wie héhere Alkohole, Fettséuren, Ester usw., insofern dieselben eine me} 
oder weniger stabile Wandschicht bilden. Dahingegen itiben apolare Stoff: 
wie Paraffin und sonstige Kohlenwasserstoffe, Schwefelkohlenstoff, Chlor 
kohlenstoff usw. auf die AusfluBgeschwindigkeit des Wassers so gut wi 
keinen EinfluB aus. Auch der Einflu8 der polaren Stoffe wird = 0, sobal 
man die oben genannte Réhre mit einer Druckvorrichtung verband un 
verhaltnismaBig kleine Drucke von etwa 50 cm Wasserdruck usw. anwandt« 

In einer soeben erschienenen Mitteilung von uns! wurden dies: 
Versuchsergebnisse namentlich nach der physikalisch-chemischen Seit« 
hin ausfiihrlich besprochen, und es wurde darauf hingewiesen, da\} 
die Theorie von Langmuir-Harkins, sowie die von Helmholtz erweitert: 
Gleichung von Poiseuille geniigten, um die gefundenen Tatsachen 
verstindlich zu machen?. 

Die biologische Bedeutung der experimentellen Feststellungen 
wurde indessen in den bisherigen Veréffentlichungen nur ganz kurz 
gestreift, und hierauf naher einzugehen, diirfte sich um so mehr emp 
fehlen, als mittlerweile durch neuere Versuche des einen von uns 
(Whang) Ergebnisse erzielt wurden, die nicht nur in physikalisch. 
chemischer, sondern vor allem auch in biologischer Hinsicht einiges 
Interesse beanspruchen diirften. 

Hierher gehéren vor allem die Ergebnisse der Tabelle I. 


Tabelle I. 
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Sek. | Sek 
Gesitt. Isovaleriansture 74,5 147.6] n Pyridin. ... . . 1438 77,0 
™ Octylalkohol . . 75,0 | 128.7] nm Aceton...... | 152,0) 69,6 
n/4 Amylalkohol . . . 76,0 | 124.5] n Athylalkohol . . . | 1580 69.5 
Gesatt. Amylacetat . . 80,0 | 127,0] n/4 Didthylamin. . . 158.5 65,9 
»  Caprylsiure . . 82,0 | 127,0] n Essigsiure . . . . , 163,0 65,5 
.  Athylacetat . . 95,0 97,0] n Acetonitril . . . . 181,0 65,4 
» Anilim .... | 1068) 89,5] nUrethan ..... | 2420) 586 
n Propylalkohol. . . . 119,0| 88,7] Wasser... .... 3080 54,0 

n Propionsiure . . . 124.5 81,9 


Wenn man von den kleinen Abweichungen bei Amylacetat und 
Caprylsiure absieht, so gelangt man zu dem Satz: 


' Zeitschr. f. physik. Chem. 188, 102, 1928. 
2 Siehe auch Weber und Neugebauer, ebendaselbst in einem der nachst- 
erscheinenden Hefte. 
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Die AusfluBgeschwindigkeiten wdsseriger Loésungen oberflichen- 
aktiver Stoffe wachsen im umgekehrten Verhdltnis zu den Oberfldchen- 
spannungen. Weitere Versuche sind geplant, um die Allgemeingiiltigkeit 
jenes Satzes zu priifen. 

Zunachst sei nur bemerkt, da auch durch vorlaufige Versuche 
an einigen wasserigen Lisungen von L.J. Weber und G. Lewin die 
Aufstieggeschwindigkeit der Lésungen in Kapillaren gemessen wurde '!. 
Es ist danach anzunehmen, da auch diese Werte um so gréBer sind, 
je kleiner die kapillaren Steighéhen sind. Die AusfluB- bzw. Aufstieg- 
veschwindigkeit sind eine Funktion der an den Grenzflachen herr- 
schenden kapillaren Krafte. 


In biologischer Hinsicht ist folgendes zu bemerken: 


Ys folgt zundchst, dag die Permeabilitat und damit auch die Re- 
sorption eines Saftes abhdngig ist von seiner Oherflichenaktivitdt bzw. 
Polaritdét, andererseits auch von der Polaritdét an den Gefifwandungen. 


Ein Zusatz geeigneter oberflaichenaktiver oder polarer Stoffe zu 
einem Arzneimittel oder Nahrungsmittel (D. R.-P.-A.) wird die Per- 
meabilitat und Resorption desselben unter Umstanden erheblich er- 
leichtern, und es ist die empirisch bekannte Feststellung verstandlich, 
daB es nicht gleichgiiltig ist, ob ein Arzneimittel in Wasser, Milch 
oder Ol usw. verabreicht wird. Ja, es ist sehr wohl miéglich, daB die 
Resorption gewisser lebenswichtiger Stoffe erst dadurch ermdglicht 
wird, daB die Membranporen gleichsam geschmiert werden durch 
geringste Mengen polarer oder grenzflichenaktiver Stoffe, welche als 
Vitamine wirken, indem selbstverstandlich zuzugeben ist, dab bestimmte 
Vitamine auch auf Grund ihrer chemischen Konstitution wirken. 
Andererseits hat V.v. Hahn? festgestellt, daB vitaminreiche Safte be- 
sonders oberflichenaktiv sind, und diese Feststellung steht in gutem 
Einklang mit den hier gemachten Annahmen, nach denen etliche 
Vitamine Stoffe sein kénnten, welche infolge ihrer Polaritaét bzw. 
Grenzflachenaktivitat die Resorption lebenswichtiger Stoffe erleichtern 
bzw. erst erméglichen. 

Kofler® hat in einer Mitteilung iiber die Férderung der Darm- 
resorption durch Saponine durch Versuche an Fréschen festgestellt, 
daB die Wirksamkeit von oral verabreichtem Digitoxin oder Stro- 
phantin auf das 50- bzw. 33fache gesteigert werden kann, wenn gleich- 
zeitig eine kleine Dosis von Saponin verabreicht wird. Auch von 
anderen Seiten wurde, wie Kofler hervorhebt, die resorptionsfirdernde 


‘ Vgl. Weber und Neugebauer, 1. c. 
2 Hahn, Kolloid-Zeitschr. 86, 271, 1925. 
8 Kofler, Zeitschr. f. angew. Chem., A., 40, 1121, 1928. 
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Wirkung der Saponine festgestellt, so beispielsweise bei Hypophys 
praparaten, Aspirin, Calcium- und Ferrosalzen. Das sind Beobachtung: 
welche fiir die Pharmakologie bedeutungsvoll sein kénnen, wennglei 
ein Saponinzusatz wenig zweckmabig erscheint. Jedenfalls stehen cic 
Feststellungen von Kofler u. a. in bestem Einklang mit den Ergebnisse), 
dieser Arbeit. 


Bechhold gestattet mir, die folgende Mitteilung aus einem an 
mich gerichteten Briefe zu veréffentlichen. Er schreibt mir: .,[ch 
bin ganz damit einverstanden, wenn Sie in Ihrer Veréffentlichung 
bemerken, da auch nach meiner Ansicht der Benetzung der Mem 
branen, welche haufig durch oberflaichenaktive Substanzen verstarkba: 
ist, eine groBe Rolle bei der Ultrafiltration zuzuschreiben ist**. 


Bei den Permeabilitatsvorgangen im Tier- und Pflanzenreic) 
handelt es sich vielfach um gelartige. vielfach auch um Membranen 
die sicherlich mit Poren durchsetzt sind. Ob wir berechtigt sind, bei 
den gelartigen Membranen allgemein durchgehende Porenkaniile 
namentlich solche von iiberall gleichartigen Dimensionen, anzunehmen 
scheint uns mehr als zweifelhaft, aber so viel ist sicher, daB auch die 
Permeabilitét durch porenhaltige Kanale bei weitem nicht so einfach 
zu behandeln ist, wie dies von Collander, Ruhland, Leonor Michaelis wu. 
geschehen ist!. Neben dem Molekularvolumen der permeierenden 
Stoffe spielen noch andere Faktoren eine sehr wichtige Rolle, wie 
die Adsorption, elektrische Ladung, vor allem aber die Natur der 
GefaBwandungen und die Gegenwart polarer geléster oder emulgierte: 
Stoffe. 

Verstandlich wird es, wenn Safte unseres Organismus, wie dic 
Galle oder die Milch, eine so bedeutsame Rolle spielen, verstandlich 
wird es, wenn exzitierende Stoffe, wie Campher, da, wo sie sich fest 
setzen, erhebliche Strémungsbeschleunigungen herbeifiihren. Als in 
unserer Glasréhre eine Campherschicht durch Verdunsten einer 10 ° ,igen 
itherischen Lésung erzeugt wurde, stieg die AusfluBgeschwindigkeit 
von 205 auf 49 Sekunden. 

Verstaindlich wird es auch, wenn pathologische Veranderungen 
etwa der BlutgefiBe die Geschwindigkeit des Blutkreislaufs nach der 
einen oder anderen Richtung erheblich beeinflussen kénnen. 

Die Beziehung von Grenzflichenspannung und AusfluBgeschwindig- 
keit scheint nicht nur auf die wisserigen Lésungen oberflachenaktiver 
Stoffe beschrinkt zu sein; vorliufige Versuche mit normalen wasse 
rigen Lésungen einiger Kaliumsalze haben zu folgenden Ergebnissen 
gefiihrt : 


' Traube und Dannenberg, diese Zeitschr. 198, 209, 1928. 
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Tabelle I]. 
pape y ey 
7 in einer Kapiliarrohre, Tropt bl 
n Lésungen Radius = 0,179mm im Seikguemeter 
Sek. 
Kaliumjodid . . 167 60,6 
Kaliumbromid. . 210 57,3 
Kaliumsulfat . . 231 57,0 
Kaliumrhodanid . 240 56,4 
Kaliumehlorid. . 254 56.0 
Wasser. .... 308 54.0 


Man erkennt, daB AusfluBgeschwindigkeit und Tropfenzahl einander 
parallel gehen. 

Bei Beriicksichtigung der spezifischen Gewichte nahern sich in- 
dessen die Werte der Oberflichenspannungen einander und ebenso 
der AusfluBgeschwindigkeiten. Bemerkenswert ist, dal auch geléste 
Salze die AusfluBgeschwindigkeit des Wassers erhéhen, am meisten 
das Jodkalium. 

Es bestehen nun aber in dem tierischen und dem _ pflanzlichen 
Organismus die Wandungen nicht aus Glas, sondern aus Proteinen, 
Lipoiden, Cellulose usw. 

Wenn man die AusfluBgeschwindigkeit wasseriger Lésungen von 
oberflachenaktiven Stoffen in einer Réhre bestimmt, welche mit einer 
Wandschicht aus Olsiure oder Lecithin versehen ist, so kann man nicht 
erwarten, daB auch hier eine Parallele statthat twischen den AusfluB- 
geschwindigkeiten und den stalagmometrischen Tropfenzahlen, denn 
hier kommen nicht die gegen Luft gemessenen Oberflachenspannungen, 
sondern die noch wenig bekannten Grenzflaichenspannungen in Be- 
tracht, die nur einigermafen den Oberflachenspannungen parallel gehen. 
Der eine von uns (Whang) hat die betreffenden AusfluBgeschwindig- 
keiten fiir etliche Lésungen in einer Olséure- bzw. Lecithinréhre be- 
stimmt ; die Grenzflachenspannungen von Wasser gegen Olsdiure werden 
von Guirini gemessen. Indessen diese letzteren Bestimmungen sind 
noch nicht geniigend fortgeschritten, so da von einer vorliufigen 
Veréffentlichung der diesbeziiglichen Werte abgesehen wird. 

Die Tabelle I dieser Mitteilung hat noch nach anderer Richtung 
Interesse : 


Wenn der eine von uns (7raube) sich seit vielen Jahren auf dem 
biologischen Gebiet betatigt, so wurde er hierzu veranlaBbt durch 
die Erkenntnis, daf die Reihenfolge der Permeabilitdten in Wasser geléster 
Stoffe in Pflanzenzellen nach Overton und, wie sich weiter zeigte, vielen 
anderen Zellen parallel geht den Oberjflichenaktivitdten der betreffenden 


Lésungen. 
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Auf dieser Erkenntnis baut sich unter anderem die Oberflach: 
aktivitats- bzw. Grenzflachenaktivitatstheorie der Narkose auf?!. 


Um die Beziehung zwischen Oberflichenaktivitat und Permeabilit 


in das Zellinnere zu verstehen, wies T'rawbe auf das Gibbssche Prinzi) 


hin, nach welchem oberflachenaktive Stoffe sich entsprechend ihre 


Oberflachenaktivitat an der Grenzflache konzentrieren und daher dic 


Chance des Eindringens in die Zelle mit dem Grenzflachenaktivitatsgra< 
zunimmt. Nunmehr aber kénnen wir vom Gibbsschen Prinzip a} 
sehen, denn wir erkennen ja hier, dab die Permeabilitatsgeschwindig 
keiten den Oberflachenspannungen bzw. Grenzflichenspannungen 
parallel gehen. T'rawbe hat sich in seiner Narkosetheorie auf den 
Standpunkt gestellt, daB in erster Linie die Grenzflachenkrafte in 
bezug auf die Wirkung der Narkotica maBgebend seien, dab aber auch 
die Lipoide eine groBe Rolle spielen, insofern ihre Lésungsfahigkeit 
fiir Narkotica besonders gro’ ist®. 

Hiermit im besten Einklang stehen die Ergebnisse der Tabelle III. 
Die Lipoidwandschicht wurde mit Hilfe 1°,iger atherischer Lésungen 
die Wandschicht aus Gelatine, Albumin und Pepton mit Hilfe verdiinnte: 
wasseriger Lésungen erzeugt. 





Tabelle I1I. 
AusfluBgeschwindigkeit 
fur Wasser 
Sek. 
In einer Glasréhre mit Wand 
schicht aus: 
Cholestearin . . . . oT wrt 83 
Peet yet O02 oat) h. Sprd 112 
A 317 
ee ae: 310 
Pepton- Witte .. . pa 291 
In einer Glasréhre ohne Wand- 
schicht ... i hats ee 308 


Es ist sehr bemerkenswert, daB die Ausflubgeschwindigkeiten von 
Wasser gegeniiber den beiden Lipoiden in hohem Grade zunehmen 
aber von Wandschichten aus Proteinen und Pepton nur unerheblich 
beeinfluBt werden. Diese Feststellung zeigt die Rolle, welche die Lipoide 
im Organismus spielen. 

GroBe Schwierigkeit in Hinsicht auf die Wirkungen der Narkotica 
und zahlreicher anderer Stoffe hat die Tatsache bereitet, daB diese 
Stoffe in kleiner Dosis erregend wirken, in gréBerer dagegen entgegen- 


1 J. Traube, Pfliigers Arch. 218, 749, 1928. 
2 J. Traube und Yumikura, diese Zeitschr. 158, 358, 1924; 157, 383, 1925 
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vesetzt. Bedenkt man aber, da nach unserer Feststellung beim anfing- 
lichen Eindringen polarer Stoffe in Zellen oft eine erhebliche Steigerung 
der Geschwindigkeit des Saftestromes in den Zellen angeregt wird, 
so kann man sich iiber die vielfach belebende Wirkung kleiner Mengen 
nicht mehr wundern. Erst wenn gréBere Mengen eintreten, tritt an 
Stelle der stimulierenden die entgegengesetzte Wirkung, etwa eines 
Narkoticums, aus erklirlichen Griinden ein. 

Die durch die bekannten Versuche von Heidenhain u. a. angeregte 
Frage, woher es kommt, dab durch eine Membran, beispielsweise die 
Darmmembran, eine schnelle Resorption statthaben kann, selbst wenn 
dieselbe Fliissigkeit sich zu beiden Seiten der Membran befindet, spielt 
auch heute noch in der Physiologie eine gewisse Rolle. In dem be- 
kannten Buche von Hoéber iiber die physikalische Chemie der Zelle und 
Gewebe wird von einer spezifischen Triebkraft gesprochen. Diese 
spezifische Triebkraft verliert ihren etwas vitalistischen Beigeschmack, 
wenn man daran denkt, dab wohl die meisten Membranen an den 
beiderseitigen Enden eine ungleiche polare Zusammensetzung haben, 
und ganz besonders, wenn sie mit Poren durchsetzt sind, eine ver- 
schieden polare Wandschicht aufweisen. In diesem Falle  besteht 
aber ein Energiegefalle, welches eine Resorption erméglicht. 

Endlich sei noch hingewiesen auf sehr interessante Mitteilungen 
von F. Hercik', in welchen das Wachstum der Pflanzen in Beziehung 
gebracht wird zu der Oberflachenspannung der Sdjfte. Es wird gezeigt, 
daB unter anderem verschiedenartige Vorginge, wie beispielsweise 
Bestrahlungen, zu Anderungen der Oberflichenspannung im einen 
oder anderen Sinne fiihren kénnen, und es wird auf etliche Arbeiten 
verschiedener Forscher? hingewiesen, nach denen eine Verminderung 
der Oberflichenspannung entweder des auBeren Mediums oder des 
inneren Milieus der Zelle eine Beschleunigung des Wachstums mit sich 
bringt. 

Nach den hier gegebenen Feststellungen bestehen die engsten 
Beziehungen zwischen Permeabilitatsgeschwindigkeiten und Ober- 
flachenspannungen, eine Verminderung der Oberflachenspannungen 
bzw. Grenzflichenspannungen hat eine Steigerung der Bewegung 
der Zellsifte zur Folge, und dab eine derartige Stimulation zu einem 
beschleunigten Wachstum der Pflanzen fiihren kann, ist ja eine nahe- 


liegende Annahme. 


' Hertik, diese Zeitschr. 198, 81 und 88, 1928. 
2 De rselbe, ebendaselbst 19s, 96, 1928. 
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A-Vitaminwirkungen der Lipochrome. 


Von 
Beth v. Euler, Hans y. Euler und Harry Hellstrém. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm). 


(Eingegangen am 10. November 1928.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


In dieser Mitteilung soll dargetan werden, dal Lipochrome, wir 
Carotin und Lycopin, die bekannten gelbroten Kohlenwasserstoffi 
der Mohrriiben und der Tomaten, denen nach Willstdtter und Mit 
arbeitern die Formel C,,H,, zukommt, zwei Reaktionen ausiiben, die 
man gegenwartig als typische A-Vitaminwirkungen ansieht, namlich 

1. eine biologische, und zwar die Zuwachswirkung an_ solchen 
Tieren, welche trotz Zugabe von B-, C- und D-Vitamin zu einer aus 
reichenden Grundnahrung zum Wachstumsstillstand gekommen sind 

2. eine chemisch viel einfachere, kolorimetrisch mebBbare, und 
zwar die auf Zusatz von Antimon-trichlorid in Chloroform auftretende 
Blaufarbung?. 

Bevor wir dazu iibergehen, diese Tatsachen in ihrem Zusammen 
hang mit anderen Ergebnissen der Vitaminforschung darzustellen 
miissen wir wenn auch in gedrangtester Form den Begriff 
A-Vitamin definieren. Dieser Begriff hat namlich im Laufe der Jahre 
nicht unwesentliche Anderungen erfahren. 

Seit man Substanzen, welche schon in kleinsten Mengen ein 
an sich physiologisch unvollstandige Nahrung zu erganzen imstande 
sind, ,,Vitamine’ nannte (C. Funk, 1912) und sie mit Buchstaben be- 
zeichnete (We Collum und Davis, 1915), hat man die von natiirlichen 
Fetten ausgeiibten Wirkungen einem Stoffe zugeschrieben, der zunachst 
den Buchstaben A erhielt, waihrend man den wasserléslichen Vitaminen 
nimlich dem antineuritischen (Ejkmann) und dem antiskorbutische! 
(Holst und Fréhlich) die Bezeichnungen B bzw. C zuteilte. 

Die Kenntnis der Vitamine in fettlCslichen Stoffen geht zurtick 
auf die Entdeckungen und Ergebnisse von Hopkins, Stepp. Osbor 


' Diese Farbenreaktion tritt auch an anderen Carotinoiden (Xant! 
phyll, Bixin) ein, deren A-Vitaminwirkung noch nicht festgestellt ist. 
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und Mendel, Funk und Macallum sowie Mec Collum und seinen Mit- 
arbeitern. Der damals fiir ,.das fettlésliche Vitamin’: in Betracht ge- 
zogene Effekt war die Gewichtszunahme wachsender Tiere, besonders 
junger Ratten. 

Durch die grundlegenden Arbeiten von A. Hess und von Mellanby 
1919) wurde es wahrscheinlich, daB das fettlisliche Wachstumsvitamin 
der Butter von dem antirachitischen Vitamin (des Tranes und anderer 
Fette) verschieden ist, und diese Verschiedenheit wurde durch die 
Versuche der folgenden Jahre (We Collum, Steenbock, Goldblatt und 
Zilva, Drummond') bestatigt. Nunmehr hat man sich, dem Vitamin- 
komitee des Medical Research Council folgend, ziemlich allgemein 
dahin geeinigt, Vitamin D — antirachitisches Vitamin vom Vitamin A 

wachstumférderndes Vitamin prinzipiell zu trennen®. Mit dem 
Vitamin A werden in der Regel noch die speziellen Wirkungen gegen 
Xerophthalmie in Beziehung gesetzt (vgl. S. 373). 

Das D-Vitamin ist nunmehr durch die zum Teil gemeinsamen 
Arbeiten von Hess, Windaus, Pohl und Rosenheim, sowie von Steenbock 
als das Derivat eines chemisch definierten Sterins, des Ergosterins, 
erkannt. 

Was die friiheren Ergebnisse iiber die chemischen Eigenschaften 
des A-Vitamins betrifft, so ist bei der Durchsicht der Literatur be- 
sonders darauf zu achten, daB bis vor etwa 3 Jahren in den englischen 
und amerikanischen Arbeiten mit A-Vitamin bezeichnet wurde, was 
nunmehr als Mischung von A und D erkannt ist. 


Man verdankt hier Drummond! grundlegende Untersuchungen, 
welche zeigten, daB die gesamte Vitaminwirkung im unverseifbaren 
Teil der Fette und Ole, besonders des Tranes, liegt, und daB, un- 
beschadet der Vitaminwirkung, aus diesem unverseifbaren Teil das 
Cholestegin nach Windaus mit Digitonin entfernt werden kann. Der 
Rest 1. a. ungesittigte Kohlenwasserstoffe. Es wiirde zu weit 
fiihren? ie chemischen Untersuchungen an den Reststoffen ein- 
gehend Zu bes hen. Es sei nur noch erwahnt, dab auber Drummond 
und Chapman® Benders japanische Forscher sehr wertvolle Beitrage 
zur Kenntnis der im pnverseifbaren Rest von FischleberGlen  vor- 
handenen ungesattigten, hochmolekularen Kohlenwasserstoffe geliefert 
haben (Biosterin, Spinaeen, Squalen) (Takahashi*, Tsujimoto®, Majima 









1 Drummond, Coward und Wetson, Biochem. Journ. 15, 540, 1921. 

2 Vgl. auch die inti ressanten Versuche von W. Stepp, Zeitschr. f. Biol. 
83, 94, 1925. 

3 A.C. Chapman, Journ. Chem. Soc. 113, 458, 1918. 

* Takahashi, Japan. med. World 5, 2, 1925. 

5 Tsujimoto, Journ. Chem. Ind. (Tokyo) 20, 953, 1917. 
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und Kubota’). Ein chemisch einheitlicher Stoff mit hoher A-Vitam 
wirkung scheint aber hierbei noch nicht erhalten worden zu_ sein 


Beziehungen zwischen Carotin und fettléslichen Vitaminen si 
von physiologischen Gesichtspunkten aus schon friiher gesucht word 
und zwar besonders von Drummond und Coward sowie von Sleenho 
und Mitarbeitern?. Wahrend man anfangs zu einer Bestitigung d 
gesuchten Beziehung zu kommen schien, haben spater Drummon/ 
Channon und Coward® keine Wachstumswirkung erhalten*. Die Griinc: 
dieser negativen Ergebnisse haben wir noch nicht aufklaren kénne 
sie mégen teilweise darauf beruhen, dab die Form, in welcher die Lip 
chrome gegeben wurden, fiir die Resorption nicht giinstig war, besonders 
aber darauf, daB, dem damaligen Stand der Forschung entsprechend 
der physiologische Effekt des Carotins und Lycopins mit dem des 
Gesamttranes, also nach unserer gegenwartigen Nomenklatur 
mit der vereinigten Wirkung von A- und D-Vitamin verglichen wurde 
wihrend wir jetzt wissen, daB wir das D-Vitamin von dem Vergleich 
mit Carotin und Lycopin auszuschalten haben und im Gegenteil bei 
Ernahrungsversuchen zwecks A-Vitaminpriifung D-Vitamin in gé 
eigneter Menge zusetzen miissen®. 


Zur Methodik. 

Unsere Versuche bestehen in drei Arten von Messungen: 

Die Bestimmung der physiologischen A-Vitaminwirkung durch Fest 
legung der Wachstumskurven an vorbehandelten jungen Ratten. 

Die kolorimetrische Charakterisierung der durch Antimontrichlori( 
an den zu vergleichenden Substanzen auftretenden Farbe. 

Die spektrometrischen und spektrophotometrischen Messungen ai 
den untersuchten Lipochromen selbst und an den aus ihnen entstehende: 


farbigen Produkten. 


1 Majima und Kubota, Japanese Journ. of Chem. 1, 19, 1922. 

2 Vel. auch Widmark, Skand. Arch. Physiol. 45, 7, 1924. 

3 Drummond, Channon und Coward, Biochem. Journ. 19, 1047, 1925 

4 Zu erwahnen sind hier auch Versuche, in welchen Stephenson (Biochen 
Journ. 14, 715, 1920) Carotin aus Butter, Palmer und Kempster (Biol. Chen 
39, 299, 313, 1919) Xanthophyll aus der Kost von jungen Hiihnern ent 
fernte ohne Verminderung der Wachstumswirkung. 

5 Die physiologischen Beziehungen zwischen A- und D-Vitamin e1 
fordern wie die chemischen Beziehungen zwischen Carotinoiden und 
Stefinen eingehende Untersuchungen. Hier ist besonders die stere 
chemische Frage von Interesse, ob der Ubergang von Carotinoiden in Sterin 
durch die raumliche Form der ,,aliphatischen Kette der Carotinoi( 
pradisponiert ist. Siehe hierzu die Ergebnisse von Zechmeister, v. Cholnol 
und Vrabély (B. 61, 566, 1928), Karrer und Salomon (Helv. 11, 513, 192s 
sowie Kuhn und Winterstein (Helv. 11, 427, 1928). 
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1. Tierve rsuche . 


Hier sollen zunachst zwei Punkte hervorgehoben werden, welche fiir 
lie Wahl der Arbeitsmethodik von prinzipieller Bedeutung sind. 

1. Junge Versuchsratten, welche durch A- und D-vitaminfreie Vor 
ehandlung allmaéhlich ihren Vitaminvorrat verloren haben (depletion 
period), kénnen durch tagliche Dosen von D-Vitamin ohne A-Zusiitze 

ngere Zeit gute Gewichtszunahme zeigen. Diese Periode des Wachstums 

kann sich nach unserer Erfahrung! bei reichlicher D-Zufuhr bis auf 3 Monate 
ind manchmal noch langer ausdehnen. Jedenfalls muB bei der Vor 
behandlung junger Ratten fiir A-Versuche D-Vitamin (als bestrahltes 
Ergosterin oder bestrahites Arachid6l) gegeben werden (MiB H. Chick: 
Sherman). 

2. Zuwachswirkung und Wirkung gegen Xerophthalmie gehen zwat 
sehr haufig parallel; ihr Zusammenhang ist aber experimentell nicht sicher 
erwiesen. Quantitative Versuche beziiglich der kurativen Dosen haben 
jedenfalls bis jetzt zu keinen eindeutigen Ergebnissen gefiihrt. Wir sehen 
leswegen einstweilen bei der Bestimmung der physiologischen A-Vitamin- 
wirkung von dem kurativen Effekt auf Xerophthalmie und von einer 
eventuellen Unterscheidung eines Wachstumsfaktors und eines anti-xero 
tischen Faktors bei der Beurteilung der A-Vitaminwirkung ab und halten 
ins an die quantitativ feststellbare Kurve der Gewichtszunahmen der in 
iiblicher Weise vorbehandelten Tiere. 

Grundkost. Seziiglich der Zusammensetzung der Grundkost kénnen 
wir auf unsere Mitteilung in dieser Zeitschr. 199, 277 und 287 verweisen. 
Die Ratte 1308 ist mit PO,-freier Salzlésung vorbehandelt worden, die 
ibrigen Tiere mit der S. 287 angegebenen PO,-reichen. 

Zu dieser Grundkost wurden bei den vorliegenden Versuchen zugesetzt 
3g ultraviolett bestrahltes Arachid6él, gelést in 0.2 cem unbestrahlitem 
\rachidél, wodureh die ausreichende D-Vitaminzutuhr garantiert wat 

Nachdem das Wachstum zum Stillstand gekommen war, wurde in 
variierenden Mengen Carotin zugesetzt, gelést im D-vitaminhaltigen Arachid 
1, um die Einnahme von Fett nicht unnétig zu vermehren. 

Die Gewichtszunahme wurde jeden zweiten Tag festgestellt. und zwar 
mit einer Genauigkeit von 0.5 g. 


) 


we Kolorimetrise he le rsuche. 


Dieselben wurden, wie bet der A-Vitaminpriifung tiblich und vom 
Vitaminkomitee des Medical Research Councils empfohlen worden ist, 
mit den Standardglasern nach Lovibond ausgetithrt und dementsprechend 


n Lovibondeinheiten angegeben ®. 


' H.v. Euler, Beth v. Ruler und Margareta Rydbom, diese Zeitschr 
199, 276, 1928. 

2 Vel. H.C. Sherman und Burtis, Journ. of biol. Chem. 78, 671. 1928. 

* Man hat bis jetzt die Farbenreaktion A-vitaminhaltiger Stoffe mit 
SbCL, auf eine willkiirliche Einheit zuriickgefiihrt. Nach unseren Ergeb 
nissen besteht die Aussicht, statt dieser empirischen Einheit Carotin als 
rationellen Standard tiir solche Messungen eintiihren zu koénnen. Bis diese 
Grundlage mit mehreren Carotinpraparaten ausgearbeitet ist, soll die 
(. L. O.-Einheit beibehalten und an das Carotin angeschlossen werden 


Einstweilen setzen wir: 


LC. L. O.-Einheit 0,024 mg Carotin per cem Reaktionsmischung 
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Wir setzen mit Rosenheim und Webster! eine Blaufarbung von 10 Li 
bondeinheiten bei Schichtdicke von 10mm durch 20mg der Probe | 
cem Reaktionsmischung ic. L. O. 


3. Spektrophotometrische Versuche. 


Unser Gitterspektrograph der Firma Zeiss, Jena, besitzt fiir die phot 
graphische Aufnahme des Spektrums ein Gitter von grober Dispersi: 
(600 Linien per Millimeter). Durch einige einfache Handgriffe kann dies: 
Gitter durch ein anderes fiir die okulare Untersuchung geeignetes, wenige) 
auflésendes Gitter ersetzt werden, wodurch man imstande ist, das gesamt; 


Spektrum zu iiberblicken, ohne den Beobachtungstubus verschieben zu 


miissen. Die Ablesung der Wellenlange bei der okularen Untersuchung 
geschieht direkt an zwei Wellenlangentromme!n, mit welchen der Tubus 
so bewegt werden kann, da® sein Fadenkreuz mit der gewiinschten Stell 
im Spektrum zusammenfallt. Bei der photographischen Aufnahme der 
Spektren kann eine besondere Wellenlingenskala direkt auf die phot: 
graphische Platte kopiert werden, wiaihrend zugleich ein einfaches Linier 
spektrum aufgenommen wird, um eine eventuelle Verschiebung der Skala 
zu kontrollieren. Die Optik des Instruments ist (mit Ausnahme des Gitters 
Quarz, dadurch wird dieselbe auch im Ultraviolett anwendbar, wobei man 
das Gitter gegen ein Quarzprisma austauscht. 

Eine besondere Prismaanordnung, welche in das parallele Licht 
biindel unmittelbar vor dem Spalt eingeschaltet ist, ermédglicht die Auf- 
nahme zweier aneinandergrenzender Spektra, z. B. verschieden absor 
bierender Lésungen. Auch kann das eine Spektrum von einer absorbierender 
Substanz herriihren, wahrend das andere direkt von der Lichtquelle ge 
geben wird, nur geschwacht durch einen rotierenden Sektor. 

Der Kassettenhalter kann mittels einer Schraube in 40 verschieden: 
Lagen gebracht werden, wodurch die Aufnahme von 20 Paaren Spektra 
auf jede Platte méglich wird. Die Kassetten laufen mit Prizision zwischer 
zwei Schienen, welche Verschiebungen in der Querrichtung ausschlieBen 
Bei allen spektrographischen Untersuchungen haben wir Wellingtor 
Spektrum panchromatische Platten verwendet. 

Die erhaltenen Spektren wurden im wesentlichen nach zwei Liniet 
bearbeitet : 

1. Darstellung von Absorptionskurven, wobei die Schichtdicke des 
absorbierenden Materials als Funktion der Wellenlange angegeben wird 

2. Darstellung von Schwarzungskurven, wobei der Schwarzungsgrad 
als Funktion der Wellenlange aufgetragen wird. 

Die erstere Methode, welche eine Serie von Spektralaufnahmen mit 
abnehmender Absorption erfordert, wurde bei den spektrographische: 
Konzentrationsbestimmungen angewandt. Das Spektrum der Substa: 
deren selektive Absorption bestimmt werden soll, wird in variierende! 
Schichtdicke gleichzeitig mit dem Spektrwn der Lichtquelle (geschwaclht 
durch den rotierenden Sektor) photographiert. Auf den Papierkopie 
dieser Serie von Spektren werden die Punkte aufgesucht, fiir welche zwei 
in Kontakt liegende Spektra dieselbe Schwarzung zeigen, worauf ma! 
diese Punkte durch eine Kurve verbindet. 


t Rosenheim und Webster, Biochem. Journ. 21, L111, 1927. 
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Beim Carotinspektrum nimmt die Absorption gegen Rot regelmabig 
i (innerhalb gewisser Konzentrationsgrenzen, s. Abb. 1). Wir haben 
eswegen die Lage dieses Kurventeiles fiir Carotinlésungen von bekannter 
<onzentration bestimmt. und haben fiir Lésungen von unbekanntem 





Abb. 1. 


Gehalt die Schichtdicke aufgesucht, fiir welche dieser Kurventeil den 
gleichen Platz im Spektrum einnimmt. Bezeichnet man die Konzentration 
der Standardlésung mit C,. und die gesuchte Konzentration mit C,, so 
gilt fiir zwei gleiche Spektra 


C,.d, = C, . d,, 





wo d, und d, die Dicke der absorbierenden Schichten der Standardlésung 
und dér zu untersuchenden Lésung bedeuten. Dieses Verfahren setzt die 
Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes voraus; wir haben dasselbe in den vor- 
liegenden Fallen allerdings nicht systematisch gepriift, aber auf Grund 
der guten Ubereinstimmung sowohl zwischen den spektrophotometrischen 
und den kolorimetrischen Ergebnissen als zwischen den einzelnen spektro- 
photometrischen Konzentrationsbestimmungen untereinander, kénnen, wit 
seine Giiltigkeit als 4uBerst wahrscheinlich annehmen. 

Das zweite Verfahren wurde angewandt fiir die Bestimmung der 
Breite der Absorptionsbande und der Wellenlingen in den Maximen. Zu 
diesem Zwecke wurden aus den erhaltenen Spektren mittels Siegbahns 
Mikrophotometer Schwarzungskurven aufgenommen. Die Wellenlangen 
wurden in der Weise bestimmt, daB iiber dem Absorptionsspektrum ein 
Quecksilberspektrum einphotographiert wurde, dessen Linien in den 
Schwarzungskurven automatisch registriert werden und die Fixpunkte 


der Bestimmungen bilden. 
Versuche mit isoliertem Carotin. 
Durch unsere Versuche mit Blutserum, auf die wir unten zuriick- 
kommen, sind wir dazu gefiihrt worden, die fiir A-Vitamin allgemein 
angenommene kolorimetrische Priifungsmethode auf Carotin anzu 


wenden 
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Was die Darstellung und Reinigung des verwendeten Carotin 
betrifft, so kOnnen wir auf die eingehenden Vorschriften von Willstdtte 
Mieg und Escher verweisen. Wir verwenden umgefallte und um 
kristallisierte Praiparate, welche nach Schmelzpunkt usw. als chemisc} 


rein anzusehen sind? 


1. A-Vitaminpriifungen an Ratten. 
} q 


Zur Priiftung auf A-Wirkung wurde Carotin in Arachidél gelést, un 
zwar in vier Konzentrationen, namlich 0,015, 0,010, 0,005 und 0,001 my 
Carotin per 0.2 cem Arachidél. Diese Mengen entsprechen den Tagesdosen 
welche die Versuchsratten als Zusatz zur Grundkost — BC + D erhielten 

Es ergab sich an den Versuchsratten, welche hinsichtlich D-Vitamin 
vorbehandelt waren, folgendes: Unter den in Priifung befindlichen 
Versuchstieren hat sich eins von einer deutlichen Avitaminose durch 
eine Tagesgabe von 0,015 mg erholt und ist wahrend der folgenden 
Versuchszeit von 5 Wochen ununterbrochen gut gewachsen Dic 
Zuwachswirkungen gehen aus Abb. 2 hervor. 
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Abb. 2 


2. Kolorimetrische Priijung mit SbC1.. 


1.3 my Carotin wurden in 20 cem Chloroform gelost. Von dieser Losung 


werden gegeben: 


1. OQ.2cem zu 2cem SbCL-Lésung. Mittelwert in Lovibondeinheite 
in der 10-mm-Schicht: blau 2,4, gelb 0.5. 

2. O.4cem zu 2cem SbCI,-Lésung. Mittelwert in Lovibondeinheiten 
blau 4,6, gelb 1,0. 


1 Willstdtter und Mieg, Ann. 355, 1, 1908; Willstdtter und Escher, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 47, 1910; Escher, Dissertation Ziirich, 1910 
2 Die Geschichte der Entdeckung des Provitamins D zeigt, daB natiirlic! 
auch dann noch mit minimalen Verunreinigungen zu rechnen ist. D-Vitamir 


bzw. Ergosterin kommt aber, da die Vorbehandlung der Versuchstiere damit 
erfolet, sicher nicht in Betracht, dagegen vielleicht Carotinoid-Derivate. 
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Mittel aus beiden Bestimmungen, umgerechnet auf 0,1 cem Carotin 





ésung per Leem Reaktionslésung: blau 2,7, gelb 0,! 

Es geben 0.0065 mg Carotin in leem Lésung 2 
Somit geben 20 mg Carotin 8300 Lovibondeinheiten. Hieraus erhalt man 
den Wert! 830 C. L. O. 


7 Lovibondeinheiten. 


Lycopin. Mit diesem Ergebnis an Carotin wurden Versuche ver 
glichen, welche wir an Lycopin angestellt haben, und zwar an einem 
Praparat, das wir Herrn Prof. Dr. P. Karrer verdanken. 

4,904 mg Lycopin wurden in 20 cem Chloroform gelést. Mittel Lovibond, 
blau 6,2, gelb 2,2. 

Hieraus ergibt sich: 0,025 mg Lycopin per Kubikzentimeter Reaktions 
mischung zu 6,2 Lovibond, 20 mg Lycopin per Kubikzentimeter Reaktions 
mischung zu 800. 6,2 4960 Lovibond rund 500 C. L. O. 


>. Spe ktrophotome trische Me ssungen an ¢ ‘arotinldsungen nach She ‘l,-Zusatz. 


Die blaue Lésung, welche Carotin in Chloroform auf SbCl,-Zusatz 
gibt, zeigt wahrend der ersten Minute nach der Mischung ein kraftiges 
\bsorptionsband in Gelb und ein schwaches Band in Griin. Das Maximum 
des ersteren liegt bei 590 ma, das des letzteren bei 500 mua (Abb. 3a). Nach 
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Abb. 3 
Carotin — SbCl, nach 30 Minuten. Carotin — SbCl, unmittelbar nach Mischung 


' Nach 12 Tagen, wahrend welcher das Carotinpraparat im = eimem 
verschlossenen Rohre sich im CO,-gefiillten Exsikkator befand, ergab dir 
kolorimetrische Priifung, in gleicher Weise ausgefiihrt, 560 C. L. O. Diese 
Verminderung auf rund zwei Drittel des urspriinglichen Wertes bedart 
noch der Aufklarung. Wir sind besonders mit der experimentellen Be 
antwortung der Frage beschaftigt, wie die A-Wirkungen des Carotins mit 


steigender Sattigung der Doppelbindungen abnimmt, also wie viele Doppel 
bindungen noch fiir die A-Wirkung wesentlich sind, und ob etwa_ ihre 


Regeneration im lebenden Organismus méglich ist. 
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etwa 3 Minuten ist das Band in Gelb vollstandig verschwunden, wihrend 
die Absorption in Rot zunimmt und das Band in Griin starker wird. Nach 
30 Minuten! erstreckt sich die Absorption im Rot bis zu 600 mya, das Band 
im Griin hat ein ausgeprigtes Maximum bei 498 my (Abb. 3b). 


Vergleich der Carotinlésungen mit A-vitaminhaltigem Material. 
1. Fischlebertran. 
Die beiden folgenden Schwarzungskurven geben die Spektra der 
blauen Lésungen wieder, welche einerseits mit Carotin, andererseits 
mit Tran? nach Zusatz von Antimontrichlorid erhalten wurden®. 


Carotin + 
SOCl; 










Tran+SbCi3 











Abb. 4. 


Das Maximum der mit Tran erhaltenen Kurve ist im Vergleich 
zu der Carotinkurve gegen Rot verschoben. Da Lésungsmittel oft 
groBben EinfluB auf die Lage von Absorptionsbanden besitzen, blieb 
zu untersuchen, ob eine Carotinlésung nach Zusatz eines inaktiven 


1 L&Bt man Mischungen von Carotin und SbCl, in Chloroform laingere 
Zeit stehen, so andert sich, wie bereits erwahnt, die Absorption der blauen 
Lésungen. Bei mehrtagigem Stehen scheidet sich aus solchen Chloroform- 
lésungen ein blaues Ol aus, dessen Absorption sich bei Zutritt von 
Feuchtigkeit (bei Zusatz von wenig Wasser unmittelbar) von derjenigen der 
urspriinglichen blauen Lésung unterscheidet. Dieses blaue Ol haben wir 
mit wasserfreiem Chloroform lange ausgewaschen. Auch dann enthielt 
es noch reichliche Mengen von SbCl, und diirfte also eine Antimonverbindung 
des Carotins (neben SbCl, + H,O) enthalten. Das Spektrum dieses Oles 
erwies sich dann als bestandig. Wir teilen es in der Abb. 9 mit. 

2 Untersucht wurde schottischer Dorschlebertran, den wir der Freund- 
lichkeit von Herrn Prof. Dr. Drummond, London, verdanken. 

3 Vgl. Euler, M yrback, Fink und Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
168, 11, 1927, sowie Wokes, Biochem. Journ. 22, 997, 1928. Die daselbst 
ausgesprochene Vermutung, daB die Unterschiede zwischen den hier und 
den in England gefundenen Absorptionskurven darauf beruhen, daB die 
Aufnahmen nach verschieden langen Reaktionszeiten gemacht wurden, 
scheint sich zu_ bestatigen. 
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Oles oder Fettes ein Band gibt, welches gegen das in Chloroform 
beobachtete verschoben ist. Eine soleche Verschiebung hat sich tat- 
siichlich ergeben. Zu 0.5 cem Carotinlésung wurden 0.2 cem Arachidél 
zugesetzt, welches mit SbCL, vermischt wurde. Die Absorption dieser 
Lésung zeigte ein Maximum bei 497 mu (wie aus Abb. 3 ersichtlich 
ist). Dieses Band war einerseits stirker als das mit reinem Carotin 
erhaltene, andererseits bestandiger. Bei Olzusatz wurden 0.5 cem 
Carotinlésung verwendet, beim Parallelversuch ohne Ol lcem der 
gleichen Carotinlésung; in beiden Fallen wurden die Bande ungefahr 
gleich stark, in ersterem Falle war das Band jedoch bestandiger 





Abb. 5. 
a) Carotin in Chloroform + SbCl,. b) Carotin in Arachidél + SbCl. 


Dieser Umstand legt die Frage nahe, ob Carotin der die 


SbCl,-Reaktion des Tranes gebende Stofj ist. Andererseits mub aber 
hervorgehoben werden, da8 sich hinsichtlich der Intensitaét der Ab- 
sorption im Blau noch keine Ubereinstimmung ergeben hat Dies 


deutet darauf hin, dab die SbClL,-Reaktion des Tranes nicht vom 
Carotin selbst, sondern von einem anderen, mit Carotin verwandten 
Stoff herriihrt, welcher einen héheren L-Wert pro Milligramm gibt 
Es kommen hier noch besonders die Carotinoide der Algen (Braun- 
algen und Rotalgen) und Hydrocarotinoide in Betracht, welche wir 
hinsichtlich der SbClL,-Reaktion zunachst untersuchen wollen 

Im Zusammenhang hiermit ergibt sich nun die wichtige Frage, 
ob mehrere A-Vitamine von Carotinoidnatur existieren, welche die 
SbCl,-Reaktion mit verschiedener Starke (eventuell tiberhaupt nicht) 
geben. 


”. Butter, Knochenmark, Hefe. 


Von den natiirlichen Fetten und Materialien, in welchen die Gegen- 
wart von A-Vitamin angenommen worden ist, haben wir bis jetzt die 
obigen drei Stoffe untersucht. 

Zunichst kann erwahnt werden, daB sich der gelbe Farbstoff der 
Butter nach spektroskopischen Ergebnissen im wesentlichen als Carotin 


erweist. 
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In Ubereinstimmung damit steht das Ergebnis, daB die von uns 
untersuchten Butterproben die SbCl,-Reaktion, und zwar, wie zu 
erwarten, sehr schwach gaben. Das Absorptionsgebiet wird aus Abb. 6 
ersichtlich. 





Abb. 6. 
Butter in Chloroform + SbCl3. 


Knochenmark. 40g Knochenmark wurden in 250 cem Benzin gelést. 
der gréBte Teil des Benzins wurde abdestilliert und das klare. gelbe Ol 
wurde spektrophotometrisch untersucht und zeigte deutliches Carotin 
spektrum '. 

Die letzten Reste des Benzins wurden verdunstet und das Fett in det 
geringsten mdglichen Menge Chloroform gelést und mit SbCl, versetzt 
Es trat keine Farbenreaktion ein. Der Carotingehalt des untersuchten 
Knochenmarks war hiernach geringer als derjenige einer mittelguten Butter 

Heje. Frische Oberhefe R wurde mit Ather extrahiert. Das durch Ent 
fernung des Athers zuriickbleibende Fett lie®B keine Blaufarbung nach 
SbCL,-Zusatz erkennen. Dieser negative Befund steht mit det eingehenden 
Untersuchung itiber die Vitaminwirkung des Hefenfettes von Henderson 
Smith? in bester Cbereinstimmung. 


>}. BRlutserum. 


Schiittelt man Ochsenblutserum mit gleichem Volumen Athyvlathen 
zweimal aus und destilliert den Ather ab. so erhalt man einen stark gelb 
orange getarbten, fetthaltigen Riickstand. Derselbe enthalt neben Fetten 
und anderen Lipoiden, welche sich teilweise in Kristalldrusen ausscheiden, 
clie als Lipochrome hezeichneten Stoffe. welche nach den Angaben det 
Literatur Gemische von Carotin und Xanthophyl! sein sollen. 

Der genannte fetthaltige Riickstand gibt als solcher stark die SbCl 
feaktion. Die in dieser Hinsicht bis jetzt gewonnenen Resultate kénnen 


wir folgendermaben zusammenfassen : 


Ol4g Lipoide aus Blutserum, gelést in 2.5 ¢em Chloroform. geben 
7.0 Lovibondeinheiten in Blau. Berechnet man hieraus den Carotingehalt 
nach S. 377, so erhalt man den Wert 0.35 Carotin aus Serumlipoiden 


Ahnliche Messungen an einer anderen Blutprobe ergaben 4,7 mg Carotin 
pro Liter Serum. 

Zu diesen kolorimetrischen Messungen kommen vergleichende 
spektrophotometrische. Der Wert derselben liegt nicht so sehr darin 


' Vel. hierzu die von Huler an Knochenmark beobachtete Wacistum 
wirkung, Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 196, 1925. 
2 Henderson-Smith und Smedley Mac Lean, Biochem. Journ. 22, 1928. 








ge 
na 
di 
cde 

Ca 








A-Vitaminwirkungen der Lipochrome. 381 


dali mit dieser von der kolorimetrischen vollkommen unabhiangigen 
Methode eine verhiltnismabig ziemlich befriedigende Ubereinstimmung 
erzielt wurde, als vielmehr darin, dab durch die spektroskopischen 
Messungen der zu messende Bestandteil des Serums mit Sicherheit 
als Carotin festgestellt wurde, waihrend die kolorimetrischen Ergebnisse 
nicht allein vom Carotin, sondern auch von den Carotinoiden her- 
riihren kénnen 
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Abb. 7. Carotin in Chlorotormlésung 
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Abb. 8. Serumlipoide in Chloroformlésung 


Nachdem durch die Abb. 7, verglichen mit Abb. 8, der Carotin 
gehalt im Serum festgestellt ist, und zwar in einer Menge, welche den 
nach der SbCl,-Reaktion ermittelten recht nahe kommt, und nachdem 
die A-Vitaminwirkung im Serum festgestellt ist scheint es uns erlaubt, 
den Schlub zu ziehen, dab die A-Vitaminwirkung des Serums mit dem 


Carotingehalt desselben im nachsten Zusammenhang steht 
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Auf Grund dieses Schlusses nehmen wir unsere Versuche wieder 
auf, das Oxydoreduktionspotential der Carotinoide zu ermitteln, um die 
Beteiligung der A-Vitamine an den Oxydoreduktionsvorgingen auf.- 
zuklaren. 

Bei Extraktion von Blutkérperchen aus 0,5 Liter Ochsenblut, die 
direkt aus Serum abzentrifugiert waren, ergab sich Blaufairbung in 
Lovibondeinheiten von 2,7 Lovibond bei einem Volumen von 20 ccm 
Fettlésung. 

Daraus ergibt sich fiir die Blutkérperchen aus 1 Liter Ochsenblut 
3,l mg Carotin (vermutlich groBe Variation je nach vorausgehender 
Fiitterung). 

Spektrophotometrisch wurde der gleiche Atherextrakt der roten 
Blutkérperchen mit dem Ergebnis untersucht: 


165 mg Carotin pro Liter Atherextrakt, 


oder fiir die Blutkérperchen aus 1 Liter Blut 2,6 mg Carotin in guter Cher- 
einstimmung mit obigem Wert 3,1. 


Die an Serum angestellten Untersuchungen! interessieren uns nicht 
nur wegen der chemischen Aufklirung des Antimontrichloridreaktioa 
gebenden Lipochroms, sondern besonders wegen der Moglichkeit, 
durch eine Mikromethode Blut hinsichtlich seines Lipochromgehalts 
und besonders hinsichtlich seines A-Vitamingehalts zu charakterisieren, 
was dadurch geschehen kann, daB wenige Kubikzentimeter Blut mit 
Ather ausgeschiittelt werden und der Extrakt nach Trocknen mit 
wasserfreiem Natriumsulfat mit der Antimonlésung versetzt wird. 

In dieser Weise sollen in niachster Zeit die Blutarten verschiedener 
Tiere? und physiologische und pathologische Blutproben, besonders 
solche von Lipimie nach spezifischen Reizwirkungen auftretenden 
und von Animie, welche nicht selten mit Lipamie verbunden ist, ver- 
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I ie ee 





Abb. 9. 
Stabile Carotin-Sh Cl -Verbindung (vgl. Anm. S. 378). 


Beth v. Euler und Hans v. Euler, Sv. kem. Tidskr. 40, 242, 1928; 
Beth v. Euler, H. v. Euler und H. Hellstrém, ebendaselbst 40, 256. 1928. 

2 Hier scheinen sehr crheb'iche und physiologisch bemerkenswerte 
Verschiedenheiten vorzuliegen. Es konnte z. B. in Meerschweinchenserum 
(l0cem) nach l4tagiger Fiitterung mit Mohrriiben kein Carotin nach- 
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glichen werden. Wir haben uns durch Versuche von der Brauchbarkeit 
dieser Methode, welche indessen noch der weiteren Ausarbeitung 
bedarf, tiberzeugt. 


Stabilitit des Carotins in verschiedenen Medien. 

2,6mg Carotin wurden in 25ccm wasserfreiem Chloroform gelést. 
In diese Lésung wurde gewaschener und durch Schwefelsaure sorgfaltig 
getrockneter Sauerstoff durchgeleitet. Nach verschiedenen Zeiten wurden 
Proben entnommen, welche teils im Lovibondapparat. teils spektrophoto- 
metrisch untersucht wurden. Bei 18° war noch nach 80 Minuten keinerlei 
Anderung des Carotingehalts zu bemerken. Dagegen war bei 100° Carotin 
in Petrolither-Fettlésung innerhalb 20 Minuten zur Halfte versehwunden. 

Da die Empfindlichkeit des A-Vitamins gegen Sauerstoff in 
physiologischen Versuchen zwar nicht quantitativ festgestellt worden 
war, aber immerhin unzweifelhaft nachgewiesen ist, so erscheint es 
uns notwendig, auch in dieser Hinsicht vergleichende Versuche mit 
Carotinlésungen anzustellen. Wir haben mit der Untersuchung von 
Chloroformlésungen dieses Stoffes begonnen, da die Kenntnis der 
Haltbarkeit schon aus methodischen Griinden wiinschenswert ist. 

Die eben erwahnte Carotinlésung von 2,6 mg Carotin in 25 cem Chloro- 
form wurde den Strahlen einer Quecksilber-Quarzlampe ausgesetzt, und 
zwar in einem QuarzgeféB mit planparallelen Wanden und 3mm Dicke. 
Abstand des GefaBes von der Quarzlampe 10cm. Ohne auf die zunichst 
erhaltenen Resultate naher einzugehen, soll gleich mitgeteilt werden, 
daB bereits nach 1 Minute eine vollsténdige Entfarbung der Lésung ein- 
getreten war. Diese Lésung gab nach Zusatz von SbCl, keine Spur von 
Blaufarbung. 

Da sich andererseits das Carotin gegen die gleiche Bestrahlung 
in anderen Medien viel stabiler erwies, so wurde das Verschwinden 
des Carotins zunichst darauf zuriickgefiihrt, daB die durch photo- 
chemische Zersetzung des Chloroforms entstehenden Produkte, Salz- 
siure, Kohlenoxyd oder andere, auf das Carotin einwirken. Um dies 
zu priifen, wurde folgender Versuch angestellt: 

In ganz gleichartiger Weise wie die Carotinlésung wurde das reine 
Chloroform den Strahlen der Quecksilberlampe ausgesetzt, und zwar 
waihrend einer fiinfmal langeren Zeit als diejenige, welche zur Entfirbung 
der Carotinlésung ausgereicht hatte. Das so bestrahlte Chloroform wurde 
nun mit der urspriinglichen (unbestrahlten Carotin-Chloroformlésung) 
vermischt (1 Tcil Carotinlésung + 5 Teile Chloroform). Es zeigte sich 
hierbei weder durch direkte Beobachtung noch durch Zusatz von SbCl, 
eine Abnahme des Carotins. 

Kine Einwirkung der photochemischen Spaltprodukte des Chloro- 
forms ist also nicht die Ursache der oben erwihnten Abnahme des 
Carotins. Dagegen scheint eine gekoppelte photochemische Reaktion 


vorzuliegen, insofern, als die entstehenden Spaltprodukte unter Ein 
wirkung der ultravioletten Strahlen mit dem Carotin reagieren. 
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Versuche, eine Schutzwirkung gegen den oben beschriebenen 
Effekt durch Zusatz von Fetten (Arachidél bzw. Mohrriibenfett) zu 
erzielen, ergaben nur eine geringe Abnahme der Entfarbungs- 
geschwindigkeit. 

Dagegen erwies sich das Carotin in reiner Benzinlésung den ultra 
violetten Strahlen gegeniiber auffallend bestindig. 


Zusammenfassung. 

Die wesentlichsten Resultate dieser Untersuchung sind folgende: 

1. Die fiir A-Vitamin charakteristisch angesehene, kolorimetrische 
Reaktion mit Antimontrichlorid und Chloroformlésung wird von reinem 
Carotin und reinem Lycopin gegeben; die Spektren der dabei ent- 
stehenden blauen Lésungen und die Verschiebungen der Absorptions 
maxima durch Fette wurden spektrophotometrisch festgelegt. Auch 
andere Carotinoide geben die Sb-Reaktion!. 

2. Riiben-Carotin zeigt die fiir A-Vitamin charakteristische Wachs- 
tumswirkung, und zwar starke Gewichtszunahme bei Ratten mit 
Tagesdosen von unter 0,005 mg Carotin pro Tag und Versuchsratte 

3. Die A-Vitaminreaktion (SbCl,-Reaktion) des Blutserums (wie 
auch der Butter) ist auf den Carotinoidgehalt dieser Stoffe zuriick- 
zufiihren, und gerade im Blut scheint das A-Vitamin durch seine 
Oxydo-Reduktionswirkung eine wesentliche Rolle zu spielen. 


Der Kgl. schwed. Akademie der Wissenschaften sind wir fiir die 
Mittel zur Anschaffung eines Zeiss-Spektrophotometers zu grobem 
Dank verptlichtet. 


' Anm. bei der Korrektur: Bei der gemeinsam mit Herrn Professor 
P. Karrer unternommenen Fortsetzung dieser Versuche ist unser Interesse 
besonders auf die Hydroderivate (z. B. Dihydro-crocetin) gerichtet. 
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Uber den EinfluB verschiedener Schwermetalle 
peut den Grundumsatz von Meerschweinchen. 


Von 


Gerhard Sostherg und M. Steuber. 


(Aus der IT. medizinischen Klinik der Charité und dem Tierphysiologischen 
Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 10. November 1928.) 


Einer Anregung von Dr. Frewnd aus der I. Medizinischen Klinik 
folgend, beabsichtigten wir, den EinfluB der verschiedenen Schwer- 
metallpraparate auf den tuberkulésen Organismus nachzupriifen. Da 
der Grundumsatz als ein Mabstab fiir die im Kérper ablaufenden 
normalen oder pathologischen Oxydationsprozesse angesehen werden 
kann, wollten wir die Resultate der Umsatzbestimmungen als Nachweis 
fiir das Eintreten und Fortschreiten der Infektion sowie fiir die Um- 
stellung verwerten, die durch Verabreichung der verschiedenen Schwer- 
metalle eventuell im Organismus hervorgerufen werden konnte. Um 
besonders die letztere Wirkung klar iibersehen zu kénnen, muBten 
wir zunichst den EinfluB der Schwermetalle auf die normale Oxydation 
untersuchen. Die bei dieser Versuchsreihe erhaltenen Resultate bilden 
den Gegenstand der nachfolgenden Mitteilung. 

Zu unseren Versuchen verwandten wir ausgewachsene mannliche 
Meerschweinchen. Die Bestimmung des Grundumsatzes sollte am 
niichternen Tiere jeden zweiten Tag ausgefiihrt werden. Zu diesem 
Zwecke mubten die Tiere vor jedem Versuch mindestens 15 Stunden 
hungern. Es zeigte sich aber bald, dab diese haufige Nahrungsentzicehung 
einen starken Gewichtsabfall verursachte, der nur dadurch behoben 
werden konnte, dah wir die Meerschweinchen nur jeden dritten oder 
vierten Tag in den Versuch nahmen. Durch diese spirliche Inanspruch- 
nahme der Tiere wurde die Auffindung der normalen Grundumsatz- 
werte sehr verzégert und nicht ganz so genau, wie dies im Interesse 
unserer Fragestellung zu wiinschen gewesen ware. 

Die Bestimmung des Grundumsatzes wurde mit dem Zuntz- 
Geppert-Apparat ausgefiihrt. Die Atemventile wurden hierbei durch 
eine etwa 4 Liter fassende Kammer ersetzt, die ihrerseits durch einen 
kurzen Gummischlauch mit dem Einatmungsstutzen der Gasuhr und 
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Tabelle I. 
In 24 Stunden pro Tier Kalorien in 24 Stunden 
Datum Gewicht ae On ; RQ. ‘ha. 
scheidung Verbrauch pro Tier pro kg pro qm 
1927 kg in Liter in Liter 


Normalversuche. 
23. XI... 0,830 11,04 13,92 0,793 66,70 81,15 894,35 
a. a 0,830 10,60 13,94 0,760 66,26 79,83 881,30 
1.XII.) 0,800 9,89 13,28 0.745 62,84 78,55 857,90 
4. XI. 0.800 10,09 13,42 | 0,750 63,64 79,55 868,80 


Versuch mit 0,lcem 10% igem Solganal. 
.XII. 0,800 12,19 | 16,50 0,74 77,98 97,47 10645* 


~ 


Normalversuche. 

8. XII. 0,800 10,62 14,06 0,756 66,69 83,35 910,42 
11. XIl. 0,825 10,29 13,46 0,765 64,09 77,19 853,40 
14.XT. 0,850 10,27 13,34 0,770 63,57 74,80 833,52 

Versuch mit 1 ccm Ringerlésung. 
17. XII. 0,850 10,57 13,63 0,776 65,05 76,55 852,80 ** 


Normalversuche. 


20. XIL. | 0,860 10,73 13,96 0,76 67,12 78,04 | 873,20 
23. X1I. 0,850 10,55 | 14,07 0,75 66,68 78,45 874,30 


* Versuch 1'/, bis 3!/, Stunden nach Injektion. 














* - 1 PY = 3 le e r. 6 
Tabelle II. 
, In 24 Stunden pro Tier Kalorien in 24 Stunden 
Datum Gewicht CO,-Aus- Oy RQ 7 
scheidung Verbrauch pro Tier pro kg pro qm 
1927 kg | in Liter in Liter ™ 
Normalversuche. 3 
9. XII.) 0,852 11,364 | 13,14 0,865 64,14 75,28 | 839,60 
12. XII. 0,840 11,352 14,50 0,783 69,30 82,50 915,78 
16. XII. 0,850 10,82 14,27 0,758 67,61 79,54 886,40 
Versuch mit 0,1 com 10% igem Solganal. ‘ 


19. XII. || 0,845 | 12,96 16,26 || 0,801 77,80 92,07 | 1020,.0* 
19.X0.j} — 11,60 15,96 || 0,727 75,20 88,90 985,0 ** 


Normalversuche. 

XML 0845 | 110 | 1580 | 0,726 | 7206 | 8527 | 944,80 

1928 

4 1! 0965 11,19 | 1341 | 0,760 | 63,75 78,69 826,10 ‘ 
8 L| 0909 1059 | 1324 | 0.800 | 6355 | 7045 800,90 

12. | 0920 | 1078 | 1880 | 0781 | 6594 | 71.67 829510 

15. LC) 0985 | 11.96 | 1435 0880 | 6944 7427 854/36 

19. L) 0935 | 1152 | 1492 0770 7110 7607  874'80 


* Versuch 1'/, bis 3'/, Stunden nach Injektion. 


= - 6 . . ° . 
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EinfluB verschiedener Schwermetalle auf den Grundumsatz. 


Tabelle II (Fortsetzung). 





Kalorien in 24 Stunden 


In 24 Stunden pro Tier 





Datum Gewicht co - eats Oy: R..Q. 
scheidung Verbrauch pro Tier pro kg pro qm 
1928 kg in Liter in Liter 
Versuch mit Elektroferrol. 
23. L 0,955 12,08 15,43 0,783 73,77 77,25 894.96 * 
Normalversuche. 
24. I. 0,945 11,71 15,47 0,757 73,45 77,72 =| 891,00 
28. I. 0,955 12,17 14.57 0,835 70,57 73,90 856,20 
* Versuch 2 bis 4 Stunden nach Injektion von 1 Ampulle = 1 ccm. 
Tabelle IIT. 
In 24 Stunden pro Tier Kalorien in 24 Stunden 

Datum Gewicht COgeAus 7 Ox RQ Dee we Erez 

scheidung Verbrauch pro Tier pro kg pro qm 

1928 kg in Liter in Liter | 

Normalversuche. 
13. L. 0,844 11,136 12,96 0,859 63,17 74,83 $32.1 
_ 0,848 11,388 13,70 0,831 66,32 78,20 858, 
_— & 0,895 10,69 13,94 0,767 66,38 74,17 840,95 
26. I. || 0,910 11,316 14.64 0,773 69,81 76,71 874.5 
30. I. || 0,918 10,824 14,01 0,772 66,81 72,78 | 832.2 } 
Versuch mit’ Elektroferrol. 
4. I. 0,900 10,81 14,20 0,762 67,49 | 74,99 851,84 * 
Normalversuche. 

8. IL. || 0,900 10,14 13,21 0,768 62,92 69,91 794,0 
12. IL!) 0,890 || 10,34 13,51 0,765 6429 72,24 | 817.5 
15. IL. 0,900 10,99 14,21 0.7738 67,78 74,32 847,0 
18. IL. 0,900 10,69 13,94 0,77 66,40 74,18 $41,0 

Versuch mit Collargol. 
21. IL. 0,870 11,09 15,43 0,718 72,53 83,36 | 936.26 ** 
Normalversuch. 
24. IL. 0,870 10,56 13,76 0,767 65,50 75,28 845,50 
Versuch mit Collargol. 
28. II. 0,870 11,52 15,64 0,737 73,86 84,89 953,40 ** 
Normalversuche. 
3. IIL. 0,87 10,54 13,68 | 0,771 | 65,18 71,41 | 841.6 
6. TI. 0,895 10,70 13,96 0,760 | 6640 | 74,16 | 840,80 


* Versuch 11/2 bis 34/. Stunden nach Injektion von 1 Ampulle = 1 ccm. 


13 . 


81/ ° ° ° ° 
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durch eine lange Schlauchleitung mit der AuBenluft in Verbindung 
stand. Die Fortbewegung des Atemgases, die bei der Ventilatmung 
aktiv durch die Ausatmung bewerkstelligt wird, geschah hier durch 
einen genau regulierbaren Motor, der mit der Stufenscheibe bzw. mit 
der Achse der Gasuhr gekoppelt war. Die Probeentnahme des Re- 
spirationsgases erfolgte mit Hilfe des unendlichen Schnurlaufes in der 
bekannten Weise. Fiir die Aufsammlung des Gases benutzten wir 
eine 70 cm lange, gleich weite Réhre, die vor dem Versuch mit Queck- 
silber gefiillt wurde. Die Analyse des Respirationsgases wurde mit 
dem Haldaneapparat ausgefiihrt. 

Die Ausfiihrung der Grundumsatzbestimmung erfolgte in der 
Weise, daB wir das niichterne Tier friihmorgens in die méglichst 
stark verdunkelte Kammer brachten und nach Herstellung der nétigen 
Verbindungen sofort mit der Durchsaugung der Luft begannen. Nach 
etwa einer halben Stunde, wenn die Zusammensetzung der Kammerluft 
einen konstanten Wert angenommen hatte, wurde der Stand der Gasuhr 
abgelesen und die kontinuierliche Probeentnahme eingeleitet. Ebenso 
wurde die Temperatur und der Barometerdruck festgestellt. Nach 
2 bis 3 Stunden wurde der Versuch mit den gleichen Ablesungen 
beendet. 

Die fiir 2 Stunden erhaltenen Versuchszahlen wurden zum besseren 
Vergleich und zur Beurteilung, ob die Tiere einen normalen Grund- 
umsatz aufwiesen, auf 24 Stunden und | qm Oberfliche umgerechnet. 
Nachdem diese Werte eine geniigende Ubereinstimmung ergaben., 
wurde mit den Einspritzungen begonnen. Zu diesem Zwecke wurde 
die Oberschenkelvene durch einen Hautschnitt freigelegt, der nach 
der Injektion wieder verniht wurde. Da sich die Tiere bei diesem 
Eingriff oft sehr erregt zeigten, muBten wir feststellen, ob die Venae- 
sectio an sich und die Injektion einer indifferenten Fliissigkeit (Ringer- 
lésung) den Energieumsatz beeinfluBten (s. Tabelle 1). 

Als Schwermetallpriparate kamen zur Anwendung: Gold (Sol- 
ganal, Schering), Silber (Collargol, Heyden) und Eisen (Elektroferrol. 
Heyden) 

Die hierbei erhaltenen Werte sind in den Tabellen I bis III zu- 
sammengestellt. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, haben die Venaesectio und 
die Injektion von Ringerlésung keinen Einflug auf den Grundumsatz. 
Auch die Einspritzung von Elektroferrol hatte keine Erhéhung zur Folge. 
Hingegen bewirkte Collargol eine deutliche Erhéhung von etwa 12”, 
und die Einfiihrung von Solganal eine solche von 20°. 
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Zur physikalischen Chemie der Liquor- und Serumdiagnostik. 
Uber die C. Langesche Goldsolreaktion’. 


Von 
G. Ettisch und O. Einstein. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem, und dem Neuropathologischen Institut, Berlin-Buch.) 


(Eingegangen am 10. November 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. 

Die Goldsolreaktion im Liquor cerebrospinalis (abgekiirzt: LiR) 
wird entsprechend den Angaben von C. Lange* in folgender Weise 
ausgefiihrt. Der Liquor wird mit NaCl-Lésung auf '/19, */o9. "/g9 bis 
‘Iseoq00 Verdiinnt. Zu je 1 ccm verdiinnten Liquors werden 5 ccm 
Goldsol gegeben. Die Kochsalzkonzentration der Verdiinnungsfliissig- 
keit wird nach spiter erfolgter Angabe Kafkas* unterschwellig gewahlt, 
d.h. es wird diejenige NaCl-Konzentration benutzt, von der | ccm 
gerade 5ccm Goldsol nicht mehr flocken. 


Es sollte mit der LiR bestimmt werden, wie die Goldsolflockung 
bei Liquores verschiedener Krankheiten verlauft. Vom Gesunden 
kommender Liquor mu, nach der Vorschrift von C. Lange, Goldsol in 
24 Stunden nicht (jedenfalls nicht bis Violett) flocken. Von einem an 
progressiver Paralyse (abgekiirzt: p.P.) Erkrankten stammender 
Liquor dagegen soll in dem Gebiet hoher Liquorkonzentrationen (also 
in Verdiinnung von */,, bis etwa '/,,) Goldsol innerhalb 24 Stunden 
véllig ausflocken. 


1 Zu einem Teil vorgetragen auf der Hamburger Naturforscher-Ver- 
sammlung 1928. 

2 C. Lange, Zeitschr. f. Chemotherapie 1, 44, 1913. 

3 Kafka, Zeitschr. f. d. ges. Neurol. u. Psych. 74, 1922. 
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Die im Gebiet niedriger Liquorkonzentration bei Meningitis auf- 
tretende Goldsolflockung bleibt in dieser Arbeit zunachst unberiick- 
sichtigt. 

Einer LiR liegen somit drei Komponenten zugrunde. Die eine, 
der Liquor, ist unbekannt. Die zweite, das Goldsol, bleibt ohne nahere 
Definierung, die dritte schlieBlich ist die NaCl-Lésung. Derartige 
Systeme sind von vornherein als nicht exakt bestimmt zu bezeichnen. 
Es ist namlich die Koagulation des Goldsols in erheblicher und ganz 
charakteristischer Weise von der Reaktion des Dispersionsmittels 
abhingig. Dieses zeigt klar die Tabelle I, sowie Abb. 1. 








Koagulationstabelle. 
1 2 
H Cl-Zusatze Na Cl-Zusatze Na OH-Zusatze Na Cl-Zusatze 


(Normalitaten) (Normahtaten) (Normalitaten) (Normalitaten) 


= 


A. Fir Kurve lL. 


0,035 0 0,005 0,005 
0,03 0,005 0.01 0,007 
0,025 0.005 0.913 0.018 
0.02 0.0% 0.015 0,025 
OOL7T 0,005 0,017 0.032 
0,015 0,005 0,021 0,025 
0.013 0,005 0,025 0,02 
0.01 0,005 0.081 0.01 
0,005 0,095 0.04 0 


Das (Joldsol ohne Saure- oder Laugenzusatz wurde geflockt durch 0,005 n NaCl. 


B. Far Kurve IL 


0,035 0 0.015 0.01 
0,031 0,005 0.017 0,02 
0,025 0,005 0,021 0.08 
0.021 0,005 0,025 0,02 
0,017 0,005 0,931 0,01 
0.015 0,005 0,04 0 


Das Goldsol ohne Saure- oder Laugenzusatz wurde geflockt durch 0,01 n NaCl. 


Zu je lcem der in den Spalten angegebenen NaCl-Lésungen wurden 
5cem Goldsol gegeben. Dieses war vorher mit je lcem der betreffenden 
(NaOQH)- bzw. HCl-Normalitét versetzt worden. 








Q03s—COs—“‘<i«é«i ES CO 0 5 ae aes a8 


Abb. 1. 
— - Kurve L --—- Kurve IL 
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Hier sind die Kurven von zwei Goldsolen! eingezeichnet. Der 
O-Punkt ist gegeben durch die Reaktion des Sols, die es von seiner 
Herstellung aus mitbringt. Gegen den Punkt A hin wird auf der Abszisse 
die zugesetzte HCl-Menge aufgetragen. A selbst bedeutet denjenigen 
Punkt der Abszisse, bei dem die Salzsiure allein schon das Goldsol 
flockt. Gegen B hin wird die zugesetzte NaOQH-Menge aufgetragen. 
B stellt denjenigen Punkt dar, bei dem die zugefiigte Laugenmenge 
flockt. Im Bereich dieser beiden Grenzen bedeuten die Ordinaten 
diejenigen NaCl-Zusatze, die gerade keine Koagulation hervorrufen. 
Die Koagulationskurven zeigen einen eigenartigen Verlauf. Er ist 
aber vollkommen erklarbar einerseits, in der Richtung OA, aus der 
den Potentialsprung an der Grenze: Teilchen— Dispersionsmittel 
herabsetzenden Wirkung der Na’ und H’. Andererseits, bei Betrachtung 
des Kurvenverlaufs in entgegengesetzter Richtung, also O B, aus dem 
Wettbewerb zwischen der stabilisierenden Wirkung der OH’ und der 
potentialerniedrigenden der Na. Aus diesen Kurven gehen ganz be- 
stimmte Verhaltnisse hinsichtlich der Koagulationsméglichkeit des 
Goldsols hervor. Man wird niamlich anzugeben haben, an welcher 
Stelle der Kurve man jeweils arbeitet. Im anderen Falle wird man natur- 
gemaB mit der Méglichkeit standig wechselnder Empfindlich.keit 
rechnen miissen, sobald nicht die Wasserstoffionenkonzentration 
konstant erhalten wird, oder wofern man nicht in einem Bereich arbeitet, 
in dem die Flockung von der eben genannten Variablen _ unabhdngig 
ist. Beide Méglichkeiten sind, wie die Koagulationskurven zeigen, 
bei dem Goldsol vorhanden. Tritt der Fall standig wechselnder Emp- 
findlichkeit auf, so ist eine Vergleichbarkeit nicht mehr méglich. Dieses 
ist besonders dann praktisch der Fall, wenn ein hinzugefiigtes anderes 
System geeignet ist, die Wasserstoffionenkonzentration des Goldsols 
zu verschieben. Weiterhin ist der Umstand zu beachten, daS ein 
bestimmtes, zugefiigtes System eine Anderung erfahren kann durch den 
gerade herrschenden py -Wert des Goldsols. Diese Anderung nun vermag 
sehr leicht wieder eine Anderung in der Wasserstoffionenkonzen- 
tration des Goldsols und damit zugleich eine solche des Schwellen- 
wertes der Flockung nach sich zu ziehen. 


Dieser theoretischen Einsicht entsprechen auch die praktischen 
Erfahrungen bei der Ausfiihrung der LiR. Es zeigte sich, daB in den 
Vorschriften von C. Lange Liicken vorhanden sein miissen. Es ist 
namlich méglich, bei ,,geeignetem‘: Goldsol mit normalem Liquor 
Flockungskurven zu erhalten, wie man sie sonst nur bei Paralyse findet. 
Dieses ist z. B. der Fall, wenn man etwa ein Goldsol bis an die Grenze 





1 Es wurde hierbei mit dem Keim-Goldsol nach Faraday-Zsigmondy 
gearbeitet. 
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des Méglichen ansiuert. Umgekehrt gelingt es, dem Liquor eines 
klinisch einwandfreien Paralytikers eine normale Liquorreaktion zu- 
zuordnen, namlich wenn man das Sol alkalisiert. Es lassen sich nun 
alle derartigen Erfahrungen auf einen grundsatzlichen Vorgang zuriick- 
fiihren, naémlich auf die Koagulation des Goldsols unter Variation der 
Reaktion des Dispersionsmittels, mit anderen Worten, auf die oben 
wiedergegebenen Koagulationsverlaiufe der Abb. 1. 

Aus der Abb. 1 erkennt man, daBb das Goldsol im Bereich von 
0,03 n HCl bis 0,01 n hinsichtlich der Koagulation durch NaCl von der 
Wasserstoffionenkonzentration praktisch unabhangig ist. Ferner 
erkennt man, dai das Sol hier auch gegen Elektrolyte (NaCl) am 
empfindlichsten ist. Sollen nun méglichst geringe Abweichungen von 
einem Normalzustand noch gut feststellbar sein und auBerdem auch 
noch Unterschiede in den Abweichungen, so wird das Gesamtsystem 
in diesen Bereich gebracht werden miissen, vorausgesetzt, daB jene 
Wasserstoffionenkonzentration das zugefiigte System (Liquor) nicht 
unzulassig verandert. 

Ein von uns ausgearbeitetes Verfahren der ,,Standardisierung** 
vermag jedes Goldsol in diesen empfindlichsten Bereich zu tiberfiihren. 

Man ist naturgemaB nun auch in den Stand gesetzt, vorauszusagen, 
wie sich ein System: Liquor + Goldsol in jedem zulassigen py-Bereich 
verhalten wird. Umgekehrt vermag man anzugeben, woran es gelegen 
hat, wenn in einem bestimmten, einwandfreien Falle die Liquorreaktion 
versagte. 

Es erbebt sich nun die Frage, von welchen Bedingungen hangt es 
ab, da8 sich eine Fiiissigkeit so wie ein ‘Liquor verhalt, d. h. bei maBigem 
Ansiuern' die Kurve des p. P. Liquors ergibt, bei miBigem Alkalisieren 
die des Normalliquors? Presser und Weintraub! vertreten die An- 
schauung, daB fiir den Ausfall der LiR das Albumin-Globulinverhaltnis 
verantwortlich zu machen sei. Wir halten es nach unseren bisherigen 
Versuchen fiir méglich, daB auch eine stoffliche Zusammensetzung ganz 
anderer Art eine Fliissigkeit befihigen kann, sich so wie ein Liquor zu 
verhalten. Ersetzt man namlich den Liquor durch eine Normosal- 
lésung, so zeigt sich ein Verhalten, wie man es beim Normalliquor 
findet. Es tun dieses aber nicht etwa alle ,,physiologischen* Salz- 
lésungen. Verwendet man anstatt der Normosallésung Ringer-Locke- 
sche oder physiologische NaCl-Lésung, so erhalt man in den oben 
beschriebenen zulassigen Grenzen keine Koagulation. Diese Lésungen 
verhalten sich also nicht wie ein Liquor?. 


1 Presser und Weintraub, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. exp. 
Therap. 36, 34, 1923. 

2 Wir haben leider noch nicht feststellen kénnen, welcher Stoff im 
Normosal sein besonderes Verhalten verursacht. 
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Im Zusammenhang mit anderen Erfahrungen schien die Frage 
berechtigt, ob das Goldsol fiir die LiR notwendig ist, und ob man es 
nicht etwa durch die Lésung eines Goldsalzes ersetzen kann’. Tat- 
sichlich stellte sich folgendes heraus: Benutzt man bei der LiR statt 
des Goldsols eine Goldchloridlésung von gleichem Goldgehalt, — sie 
ist schwach griinlich-gelb —, so bekommt man mit Normalliquor in 
der Verdiinnungsreihe nur eine schwache Triibung, wihrend man mit 
p. P.-Liquor im Gebiet hoher Liquorkonzentrationen eine starke Triibung? 
erhalt, die sich im Laufe der Zeit in der Form farbloser Flocken absetzt. 
Wir kénnen noch nicht entscheiden, ob dieser Vorgang dem Wesen 
nach voéllig von dem im Goldsol beobachteten verschieden ist oder nicht. 
Man kann nicht von vornherein die Méglichkeit ausschlieBen, daB die, 
sicher auch in der verdiinnten Goldchloridlésung vorhandenen, sehr 
kleinen Goldmizellen auch bei der Reaktion mit dem Goldchlorid mab- 
gebend sind. 

Bemerkenswert ist, daB auch hier, bei der Goldchloridlésung, sich 
derselbe Unterschied herausstellt zwischen Normosal einerseits, der 
Ringer-Lockeschen und physiologischen NaCl-Lésung andererseits. 
Normosal gibt mit der Goldchloridlésung Flockungen, die denen des 
Normalliquors paralle] laufen, wihrend die beiden anderen physiologi- 
schen Salzlésungen keine Veranderung zeigen. 

In einem der niichsten Hefte dieser Zeitschrift wird die ausfiihrliche 
Arbeit tiber diesen Gegenstand zur Veréffentlichung kommen®*. 

Zum SchluB sei noch auf die Angabe C. Langes hingewiesen, dab 
seine Bemiihungen, 1m Serum eine ,,Goldsolreaktion’: zu finden; 
keinen auswertbaren Erfolg gezeitigt hatfen. Bereits gelegentlich des 
Hamburger Vortrages wurde erwihnt, daB uns dieses anscheinend 
gelungen ist. Seitdem hat sich dieser Befund in weiteren Fallen be- 
statigt. In Kiirze wird dariiber eine gesonderte Mitteilung erfolgen. 


1 Siehe hierzu die Mitteilung von Freundlich und Lindau iiber das Ver- 
halten des Systems : Eisenhydroxydsol-Protein, diese Zeitschr. 202, 236, 1928. 

2 Die Unterschiede lieBen sich in Tyndall- Kegel besonders deutlich 
erkennen. 

8’ Dabei wird auch die iiber diesen Gegenstand zu beriicksichtigende 
Literatur erértert werden. 











Membranstudien an menschlichem Amnion. 
Von 
H. Runge und H. Schmidt. 
(Aus der Universitats-Frauenklinik Kiel.) 
(Eingegangen am 10. November 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die vorliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen einer 
Anzahl von Arbeiten gemacht, die sich mit der Physiologie des Nabel- 
schnurkreislaufes beschaftigten'. Aus den Ergebnissen dieser Arbeiten 
soll hier nur die Tatsache Erwaihnung finden, daB sich im Verhalten 
der Nabelvene ein eigenartiges Phinomen nachweisen lie}: Dieses 
GefiB dient auf der einen Seite dem Riicktransport des Blutes von 
der Placenta zum Fétus, auf der anderen Seite findet aber gleichzeitig 
durch die Wand der Vene hindurch ein Austausch von Wasser und 
echt gelésten Substanzen zwischen Fruchtwasser und Nabelvenenblut 
statt. Die Umhiillung der Nabelvene, die sogenannte Nabelschnur, 
besteht aus embryonalem Bindegewebe und ist auBben von Amnion 
iiberzogen. Bei einem Stoffaustausch zwischen Nabelvenenblut und 
Fruchtwasser miissen also auch diese beiden Schichten passiert werden. 
Unter diesen Umstinden interessierte das Verhalten des isolierten 
Amnions in seiner Eigenschaft als zellulare Membran. 

Das Amnion bildet bekanntlich die innere Wandbekleidung der 
tihéhle, also desjenigen Raumes im Uterus, in dem Kind, Nabelschnur 
und Fruchtwasser sich befinden. Von der Wand aus geht es kontinuier- 
lich auf die Nabelschnur iiber, es findet seinen AbschluB am Hautnabel 
des Kindes. Von der geborenen Placenta laBt sich das Amnion mit 
leichter Miihe abziehen, man gewinnt so ein Gewebsstiick von einer 


1 H. Runge, Zentralbl. f. Gyn. 1927, 8S. 46 und 49; H. Runge, 
M. Baur, H. Hartmann, Arch. f. Gyn. 184, 626, 1928.4 
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GréBe von etwa 400 qcem. Nicht abziehen 148t sich nur das Nabel- 
schnuramnion, die gewebliche Verbindung ist hier eine festere. Die 
Eignung dieses Gewebsteiles fiir Membranstudien wurde darin gesehen, 
da8 man es leicht isoliert gewinnen kann, und da es sich vor allem 
um ein Gewebe von verhaltnismaBig einfacher anatomischer Struktur 
handelt. Es besteht aus einem Belag von kubischem Epithel auf der 
zum Fruchtwasser hingelegenen Fliche und aus einer nicht immer 
ganz gleichmaBig dicken Schicht embryonalen gallertigen Bindegewebes. 


Wir sind also in der Lage, bestimmte Lésungen auf der einen Seite 
mit der Oberflache der Epithelzellen, auf der anderen Seite mit dem 
Bindegewebe in Berithrung zu bringen. 


Zur Priifung der Durchlassigkeit des Amnions spannte ich zunichst 
das Amnion tiber einen Glaszylinder, und zwar in der Weise, da} einmal 
die Epithelseite, einmal die Bindegewebsseite der AuBenlisung zu- 
gekehrt wurde. Die Methodik wurde jedoch im Laufe der Versuche 
abgeandert, weil einmal beim Aufspannen des Amnions Verletzungen 
des zarten Oberflachenepithels unumgianglich schienen und weil auch 
die Abdichtung nicht immer leicht war. Es wurden daher Siackchen 
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Abb. 1. Abb. 2. 


des Amnions in der Weise hergestellt, daf zuniachst ein an beiden 
Seiten offener Glaszylinder tiber einen zweiten Glaszylinder, der oben 
geschlossen ist, gestiilpt wurde. In einer bestimmten Hohe ruht der 
offene Zylinder auf einem Absatz und umschlieBt oben mit etwas 
gebogenem Rande den geschlossenen Zylinder (Abb.1). Nun wird 
iiber den Halbkugelabschnitt des geschlossenen Zylinders das Amnion 
heriibergestiilpt und auf den offenen Zylinder gebunden. Auf diese 
Weise gelang es, ein Amnionsackchen von bestimmter Form herzustellen. 
Der weitere Versuch wurde nun in der Weise vorgenommen, da das 
Amnionsackchen in ein Becherglas mit der in Frage kommenden Lésung 
eingetaucht wurde. Der Versuch gestaltete sich demnach folgender- 
maBen: Das Amnion einer frisch geborenen Placenta wird abgezogen 
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und in kérperwarme Tyrodelésung eingebracht. Sechs Bechergliser 
werden mit je 50cem Tyrodelésung von 37° beschickt. Es werden 
nun je drei Sackchen in der Weise gebunden, daB einmal das Epithel 
mit der AuBenfliissigkeit in Beriihrung steht, das andere Mal das Binde- 
gewebe. In die Siackchen werden je 10 ccm Methylenblau-Tyrode- 
lésung eingebracht. Die Sackchen werden so eingetaucht, daB der 
Flissigkeitsspiegel der AuBenlisung und der Innenlésung gleich ist. 
In die AuBenlésung wird nun durch eine Wasserstrahlpumpe frische 
Luft eingeleitet, nachdem die Glaschen in 2sinem Thermostaten von 
37° eingesetzt sind. Die Sauerstoffzufuhr wurde, wie die nachstehende 
Tabelle I zeigt, spiiter aufgegeben. Nach 1, 2, 3 Stunden werden die 
AuBenlésungen im Kolorimeter miteinander verglichen. An der Hand 
dieser Werte wird die diffundierte Farbstoffmenge prozentual berechnet. 
In den ersten Versuchen begniigten wir uns mit dem Vergleich der 
Konzentrationen in der Auf enlésung, ohne absolute Zahlen zu er- 
rechnen. Ein fiir allemal bezeichneten wir als a den Versuch, in dem 
die choriale, also die bindegewebige Seite mit der AuBenlésung in 
Verbindung stand, als 6, in dem die Epithelseite mit der AuBenseite 
in Beriihrung stand. Die im 6-Versuch diffundierte Menge wurde ein 
fiir allemal = 100 gesetzt. Es ergab sich demnach die Formel: Kolori- 
meterstand a: Kolorimeterstand b= x:100. Tabelle I ergibt die 
hierbei erhaltenen Versuchsergebnisse. 


Es zeigt sich, daB innerhalb gewisser Grenzen die Diffusion in 
allen Fallen gréBer gewesen war, in denen die Farbstofflisung mit dem 
Epithel in Verbindung gestanden hatte. Merkwiirdigerweise zeigte 
sich dieser Unterschied auch dann, wenn man bei 37° ohne Sauerstoff- 
zufuhr diffundieren lie’. Ebenso blieb eine mehrfache Variierung der 
Farbstoffkonzentration ohne EinfluB auf den Vorgang. 


Das Methylenblau hat nun die Eigenschaft, bei der Berithrung mit 
organischem Material eine Leukobase zu bilden. Wir haben uns gefragt, 
ob vielleicht ein derartiger Vorgang die Ursache fiir den Unterschied 
der Diffusion bilden kénnte. Wir haben daher in einer weiteren Reihe 
von Versuchen zu der AuSenlésung vor der Kolorimeteruntersuchung 
die gleiche Menge n/100 Salzsiure zugesetzt. Die Resultate blieben 
hier, wie die Tabelle II zeigt, mit wenigen Ausnahmen gleich. 


In einer weiteren Serie von Versuchen haben wir die gleichen 
Effekte an einem sauren Farbstoff, dem Patentblau, studiert. Wir 
verwendeten Konzentrationen von 1: 1000 Tyrodelésung. Wir haben 
hier neben dem einfachen Kolorimetervergleich der diffundierten 
Lésungen auch die absolute Menge des diffundierten Farbstoffs an der 
Hand einer Standardlésung, die den Farbstoff in einer Konzentration 
von 0,05°/ 9 enthalt, berechnet. 
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Tabelle III. 


Anordnung in allen Versuchen: Frisches Amnion, Thermostat 37°, O,-Zufuhr 
Versuchsdauer 1 Stunde. 





Farbstoffkonzentration in °/9, der AuBenlésung nach 1 Std. 


Nr. ere eS Ee ee see ee a eee 





a b 
1 0,2 0,15 0,17 0,22 0,21 0,17 
2 0,16 0,23 0,27 0,23 0,21 0,21 
3 0,18 0,16 0,15 0,23 0,18 0,21 
4 0,18 0,16 0,17 0,18 0.18 0,20 
5 0,14 0,13 0,15 0,16 0,23 0,15 
6 0,09 0,07 0,09 0,09 0,1 0,11 
7 0,2 0,2 0,2 0,21 0,2 0,31 
8 0,22 0,2 0,25 0,33 0,33 0,33 
9 0,24 0,22 0,22 0,19 0,2 0,25 
10 0,21 0,25 0,25 0,21 0,2 0,2 
11 0,18 0,1 0,14 0,26 0,21 0,21 
12 0,08 0,09 0,11 0,1 0,1 0,12 
13 0,16 0,16 0,16 0,21 0,16 0,21 
14 0,12 0.11 0,11 0,14 0,17 0,19 


Es 148t sich auch hier in 11 von 14 Fallen eine starkere Diffusion 
in der gleichen Richtung bemerken, wie in den vorhergehenden Ver- 
suchen. Wir haben hier in den Versuchen 1, 2 und 3 nun weiter neben- 
einander, neben der gewéhnlichen Anordnung zu einzelnen Glaschen, 
KCN in einer Menge zugesetzt, daB in der Innen- und AuBenlésung 
eine Konzentration von n/500 entstand. Es zeigte sich, daB dieser 
Zusatz ohne EinfluB auf die Diffusion blieb. Ob mit oder ohne KCN, 
in den meisten Fallen erwies sich die Diffusion in Richtung zur b-Seite 
hin héher als in Richtung zur a-Seite. Wir haben weiter in gleicher 
Versuchsanordnung Sublimat in einer Konzentration von n/500 in 
physiologischer Kochsalzlésung verwendet. Auch die Anwesenheit 
dieses Zellgiftes vermochte, wie die Tabelle IV ergibt, an der Richtung 
der Diffusion nichts zu andern. 


Tabelle IV. 
Versuchsdauer 1 Stunde, Patentblau 1°/,, mit Sublimatzusatz. 





Farbstoffkonzentration in °/9) in der Aufenlésung nach | Std. 





Nr. 
a H b 
| 

1 0,08 O11 | 018 0,09 0,16 0,15 
2 0,09 0,09 0,18 0.18 0,19 0.24 
8 0,12 0,12 0,11 0.25 0,12 0,14 
4 0,07 0,1 0,01 0,13 0,12 0,12 
5 0,07 0,12 0,12 0,15 0,2 0.16 
6 0,15 0,15 0.14 0.2 0.15 0,16 
7 0,16 0,13 0.13 0,17 0,14 0.14 


ell 
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Wir haben eine Anzahl weiterer Versuche mit verschiedenen anderen 
Farbstoffen (Kongorot, Cyanol) in der Weise vorgenommen, da8 wir bei 
37° und bei + 2° im Eisschrank die Diffusion ablaufen lieBen. Auch hier 
zeigte sich in tiberwiegender Mehrzahl der Faille der gleiche deutliche 
Unterschied in der Richtung der Diffusion. Wir haben natiirlich uns 
immer wieder gefragt, ob die beobachteten Unterschiede nicht in Fehlern 
der Methodik liegen kénnten. So ist fraglos das Amnion, wenn man 
es abzieht, nicht ganz gleichmaBig dick. Es kénnte also die ver- 
schiedene Dicke der Membran diese Unterschiede rechtfertigen. Wir 
haben weiter darauf geachtet, ob denn auch wirklich bei der be- 
schriebenen Art des Praparierens der Sackchen die Austauschflache 
in allen Fallen von gleicher GréBe ist. Diese Tatsache liBt sich relativ 
einfach in der Weise kontrollieren, dafS man nach der Diffusion die 
benutzten Amnionstiicke auf einer Glasplatte ausbreitet. Man sieht 
dann deutlich die mit Farbstoff durchsetzte Flache. Zahlreiche 
Messungen mit dem Zirkel ergaben hier, daB es in der Tat gelingt, 
mit gleichmaBig groBen Austauschflachen zu arbeiten. Wir glauben 
uns also bei der iiberwiegend grofen Einheitlichkeit der Resultate 
doch fiir berechtigt zu halten, in dem beschriebenen Vorgang tat- 
sichlich eine durch besondere Eigenschaften der Membran bedingte 
irreziproke, gerichtete Permeabilitét zu sehen, also den gleichen 
Effekt, wie er von Wertheimer’ an der Froschhaut und von Mond?* 
am Diinndarm des Frosches beschrieben wurde. Was nun die Deutung 
betrifft, so méchten wir hier zunichst nur die Beobachtung hervor- 
heben, daB der Ablauf bei verschiedenen Temperaturen, mit und ohne 
Sauerstoffzufuhr, mit und ohne Giftzusatz, sich in tiberwiegend gleicher 
Weise entwickelte. Diese Tatsache spricht dafiir, daB wir es hier nicht 
mit einer vitalen zellularen Funktion zu tun haben, sondern daB dieses 
Phanomen sein Entstehen einer besonderen strukturellen Schichtung 
der Amnionmembran verdankt. Es soll noch bemerkt werden, daB 
sich unter bestimmten Bedingungen auch histologisch Unterschiede 
der Zellfarbung in den benutzten Membranen nachweisen lassen. 
Hieriiber wird an anderer Stelle berichtet werden. 


1 Wertheimer, Piliigers Arch. 199, 383, 1923; 200, 82 und 354, 1923; 
201, 488 und 591, 1923. 
2 Mond, ebendaselbst 206, 172, 1924. 

















Uber elektromotorische Krafte an Pflanzen 
bei Ableitung mit KCl-Lésungen verschiedener Konzentration. 


Von 


Kurt Stern und Erwin Biinning. 


(Aus dem Institut fiir physikalische Grundlagen der Medizin, 
Universitét Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 10. November 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In zwei kirzlich erschienenen Arbeiten kommen Osterhout und 
Harris! auf Grund von Versuchen an Einzelzellen der Characee Nitella 
zu dem SchluB ,,that the current of injury will be positive, when the 
cell is in contact with concentrated solutions and negative with dilute 
solutions”. 

Dadurch wurden wir angeregt, eine bereits lingere Zeit zuriick- 
liegende Beobachtung an Blattern weiter zu verfolgen, bei der sich, wie 
bei Nitella, unter bestimmten Umstanden nach Verletzung galvano- 
metrische Positivitat der der verletzten Stelle naheren Elektrode 
gegeniiber der entfernteren gezeigt hatte. Wir waren uns jedoch von 
vornherein dariiber klar, daf} die Versuche mit vielzelligen Geweben 
nicht ohne weiteres mit solchen an Einzelzellen verglichen werden 
kénnen. 

Zur Messung der Potentiale diente eine Kompensationseinrichtung 
mit hochempfindlichem Drehspulspiegelgalvanometer als Nullinstrument, 
wie sie der eine von uns? kiirzlich beschrieben hat. Als Versuchs- 
objekte dienten die Blatter eingetopfter Bohnen und abgeschnittener 
Sprosse von Tradescantia, Sambucus, Pelargonium. Die Pflanzen 
standen oder lagen stets isoliert, auf dicken Paraffinplatten. Abgeleitet 
wurde durch Kalomel-Normalelektroden mit n/l, n/10, n/l00 KCI 

In allen Fallen wurden die Elektroden nicht direkt an die Pflanze 
angelegt, sondern es wurde zunachst auf die zur Ableitung ausersehene 
Stelle ein aus fiinf bis sechs zusammengeflossenen Tropfen bestehendes 


1 Osterhout und Harris, Journ. of Gen. Phys. 11, 673, 1928; 12, 167, 1928. 
2 K. Stern, Zeitschr. f. physik. Chem., Haberband 1928, 8S. 224. 
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Quantum KCl-Lésung derjenigen Konzentration pipettiert, die mit 
der Konzentration der anzulegenden Elektrode iibereinstimmte. Dann 
wurde durch Eintauchen der Elektrode in die KCl-Lésung auf der 
Pflanze der Kontakt hergestellt. 

Der Beschreibung unserer Versuche stellen wir eine schematische 
Ubersicht derselben voran. In ihr bedeuten Pf. Pflanze, n/1 usw. 
= n/l KCl-Normalelektrode /n/1 KCl-Lésung / usw. 


I. Versuche mit Symmetrie der iuBeren Ableitung. 
a) Reizung auferhalb beider Elektroden. 
1. n/1 /Pfl./n/1, 
. n/10/Pfl. /n/10, 
3. n/100/Pfl. /n/100. 


b) Reizung innerhalb beider Elektroden. 
. n/l/Pfl./n/1, 
. n/10/Pfl. /n/10, 
3. n/100/Pfl. /n/100. 


II. Versuche mit Asymmetrie der fiuBeren Ableitung. 
a) Reizung auBerhalb beider Elektroden. 
. n/l /Pfl. /n/10, a) Reizung nahe konzentrierterElektrode 
B) a verdiinnter 
. n/l/Pfl. /n/100, a) o konzentrierter 
B) * » verdiinnter 


. n/10/Pfl./n/100, a) ~ konzentrierter 
B) - verdiinnter 


b) Reizung innerhalb beider Elektroden. 
. n/l /Pfl. /n/10, a) Reizung nahe konzentrierter Elektrode 
B) a »  verdiinnter 
2. n/1/Pfl./n/100, a) = ..  konzentrierter 
B) i ,  verdiinnter 
3. n/10/Pfl. /n/100, a) , .».  konzentrierter 
B) - »  verdiinnter 


I. Versuche mit Symmetrie der iuBeren Ableitung. 
a) Reizung aufBerhalb beider Elektroden. 


Abgeleitet wurde zunichst mit n/l. Erstes Versuchsobjekt waren etwa 
10cm lange Tradescantiasprosse, die durch Abschneiden von SproBspitze 
und -basis aus einem eingetopften SproB8 herausgeschnitten wurden. 
Ruhestrom minimal. OGereizt wurde durch Aufsetzen eines kleinen 
Tropfens konzentrierter H,SO, oder NH,OH in einigen Millimetern Ent- 
fernung von einer Elektrode. Die Reizung erzeugt Negativitét an der 
gereizten Elektrode. Wird nunmehr an der anderen Elektrode ebenso 
gereizt, so geht infolge deren Negativierung der Lasionsstrom wieder zuriick, 
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bis die Potentialdifferenz des Ruhestroms erreicht ist oder die zuletzt 
gereizte Seite noch negativer gegen die andere ist als vor jeder Reizung 
Die Héhe der EMK betrug nur wenige 10-* Volt, die Erregung war als 
gering, sei es infolge noch vorhandener Erregung durch das erst einig« 
Minuten vor dem Versuch vorgenommene Abschneiden des Sprosses, sei 
es infolge schlechten Vegetationszustandes der Pflanze im Spatherbst, 
Undurchlassigkeit der Cuticula oder anderer Griinde. 


Sehr viel starkere Negativitat ergaben Versuche mit Bohnen (Phaseolus 
vulgaris). Es wurde auf die Oberseite je einer von zwei gegeniiberstehenden 
Blattfiedern, etwa in der Gegend der Mittelrippe, eine Elektrode angelegt. 
Die gegenseitige Entfernung beider Elektroden betrug etwa 10cm. Es 
trat ein geringer aber unruhiger ,,Ruhe“strom auf, der offenbar von den 
an beiden Elektroden auftretenden sich annahernd kompensierenden 
Reizwirkungen herriihrt. Als Reizmittel diente ein kleines Ammoniak- 
trépfchen oder ohne jede Beriihrung das bloBe Nahern eines Glasstabchens, 
das an seiner Spitze einen Ammoniaktropfen trug. Beide Reizarten einige 
Millimeter von einer Elektrode entfernt angewandt, erzeugten starke 
Negativitaét an dieser Elektrode. Nach Reizung an der anderen Fieder 
ging der Galvanometerausschlag wieder in seine Ausgangsstellung zuriick 
oder noch dariiber hinaus. 


Ebenso wurde bei entsprechenden Versuchen mit n/10 und n/100 
stets die Elektrode, in deren Nahe gereizt wurde, galvanometrisch negativ 
gegen die andere. Auch mit Blattfiedern von Sambucus nigra wurden 
entsprechende Ergebnisse gewonnen. Die Héhe der EMK des Reizstromes 
betrug einige 10—? Volt. Wir verfiigen noch nicht iiber geniigend Material, 
um die Frage entscheiden zu kénnen, wie sich ceteris paribus — d. h. bei 
gleicher Reizstarke und gleichartigem Pflanzenmaterial — die EMK des 
Reizstromes mit Zu- oder Abnahme der Konzentration der Ableitungs- 
fliissigkeit andert. 


b) Reizung innerhalb beider Elektroden. 


Als Objekt dienten je zwei gegeniiberstehende Blattfiedern von Sam- 
bucus nigra, auf deren jede in der Mittelrippengegend eine Elektrode an- 
gebracht wurde. Gereizt wurde durch kleine Trépfchen konzentrierter 
H,S0O,, die innerhalb beider Elektroden in der Entfernung von einigen 
Millimetern von einer Elektrode nahe der Mittelrippe aufgesetzt wurden. 
Der Ruhestrom war bei n/l wie n/10 und n/100 KCl sehr gering. Der 
Reizstrom machte stets die Elektrode, in deren Nahe gereizt wurde, starker 
galvanometrisch negativ gegen die andere. Die Héhe der EMK wurde 
nur bei einigen der Versuche durch Kompensation bestimmt. Sie betrug 
im Durchschnitt bei n/l etwa 17 Millivolt, bei n/10 etwa 35 Millivolt, bei 
n/100 etwa 70 Millivolt. Da bei den Versuchen nicht auf genaue Gleichheit 
des Reizes und Pflanzenmaterials geachtet wurde und auch das Zahlen- 
material zu gering ist, méchten wir nur andeuten, daB es sich méglicher- 
weise hier um ein gesetzmaéBiges Ansteigen der Potentialdifferenz mit 
steigender Verdiinnung der Ableitungsfliissigkeit handelt. Dies kénnte 
gegebenenfalls mit dem ,,Konzentrationseffekt‘‘ in Zusammenhang gebracht 
werden, nach dem eine Lésung um so starker positiviert, je verdiinnter 
sie ist. Nimmt man mit Bernstein an, daB die Reizwirkung ein Aufhéren 
der den Potentialsprung an der Membran bedingenden Semipermeabilitat 
bewirkt, so sollte die Negativitat des Lasionsstromes um so starker sein, 


st 


Th 
ad 
ef 
di 


st 


L 
di 


N 





tzt 
ag 


Iso 


ize 
Se) 


st. 


CT me PS 





Elektromotorische Krafte an Pflanzen. 403 


je positiver die AuBenflache der Membran gegen die Innenflache ist. Es 
kénnte aber auch die eventuelle gesetzmaBige Zunahme der EMK des 
Lasionsstromes bei Verdiinnung der Ableitungsfliissigkeit mit verschiedener 
Erregbarkeit des Plasmas in Beriihrung mit verschiedenen Salzkonzentra- 
tionen in Zusammenhang stehen, z. B. derart, daB n/1 am starksten erregt, 
n/100 am wenigsten, und daB deshalb die Wirkung einer Lasion bei der 
bereits starker erregten n/l Elektrode ceteris paribus geringer ist als bei 
der weniger erregten n/100. 


SchlieBlich sei noch erwéhnt, daB bei einigen dieser Versuche der 
Negativitaét der gereizten Seite ein positiver Vorschlag vorausging. Ein 
solcher wurde auch von Bose éfters bei Aktionsstrémen beobachtet und 
auf Wasserverschiebungen zuriickgefiihrt. Auch erértert Bose bereits 
eingehend den Einflu8 der Entfernung des Reizortes von der Ableitungs- 
elektrode auf die Form des entstehenden Reizstromes. Wir sind diesem 
Thema bei den vorher und spéter geschilderten Versuchen ebensowenig 
nachgegangen wie dem Einflu8B anderer Faktoren, wie Alter, Temperatur 
und Tonus des Blattes, Ort der Reizung (Rippe, Parenchym, Oberseite, 
Unterseite) und bemerken nur, da8 nach unseren vorlaufigen Beobachtungen 
alle diese Faktoren die Form des Reizstromes ganz wesentlich zu beein- 
flussen und verandern vermégen. 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse bei Symmetrie der iuBeren 
Ableitung. 


Gleichviel, ob in unseren Versuchen die Konzentration der Elektroden- 
jliissigkeit hiher (n/1) oder niedriger (n/100) als die des Zellsaftes ist, 
stets wird die gereizle Seite galvanometrisch negativ gegen die andere. 


Il. Versuche mit Asymmetrie der iuBeren Ableitung. 


Bei allen Versuchen mit asymmetrischer duBerer Ableitung wird 
zunachst das Elektrodenpotential gegeneinander kompensiert. Die dann 
nach Anlegen der Elektroden ohne Lasion noch auftretende Potential- 
differenz ist die Resultante verschiedener Effekte, wie des ,,Konzentrations- 
effektes“*, der eine Positivierung an der verdiinnteren Elektrode bewirkt ', 
der geringen EMK des ,,Ruhe‘stromes, also der Potentialdifferenz, die 
auch bei symmetrischer Ableitung auftreten wiirde, der EMK der Reiz- 
stréme der Elektrodenfliissigkeiten, von denen besonders n/,; KCl stark 
reizend wirken kann, usw. 


a) Reizung auBerhalb beider Elektroden. 


Die Versuche wurden an zwei gegeniiberstehenden Fiederblittern 
von Sambucus nigra oder eingetopfter Bohnen wie bei la durchgefiihrt. 
Stets trat galvanometrische Negativitét der gereizten Seite auf, 
sei es, daB n/1/Pfl./n/10, oder n/1/Pfl./n/100 oder n/10/Pfl./n/100 
untersucht wurde. Die EMK der Potentialdifferenz des Lasionsstromes 


1 R. Beutner, Die Entstehung elektrischer Stréme. Stuttgart 1920; 
L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. 158, 11, 1925; L. Jost, eben- 
daselbst 179, 400, 1927; Sitz.-Ber. d. Heidelb. Akad. d. Wissensch. 1927, 
Nr. 13. 
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betrug einige 10-* Volt. Bemerkenswert ist, daB bei Anlegen von n/1/n/10 
an Sambucus der Ausschlag nicht immer im Sinne des ,,Konzentrations- 
effektes“ lag, also positiv bei n/10, sondern bisweilen gar keine Potential- 
differenz auftrat, bisweilen n/1 positiv gegen n/10 war. Auch bei Rosen- 
bliitenblattern findet man Ahnliches, nur bei angewelkten und sehr wenig 
cutinisierten zeigt sich deutlicher Konzentrationseffekt, wahrend bei 
frischen oder stark cutinisierten oft gar kein merklicher Konzentrations- 
effekt zu beobachten ist, bisweilen sogar die verdiinnte Seite negativ gegen 
die konzentrierte ist. 


b) Reizung innerhalb beider Elektroden. 
1. n/1/Pfl. /n/10. 


Die Versuche wurden vorgenommen an Fiederblaéttern von Sambucus 
nigra. Beim ersten Versuch ist nach Anlegen der Elektroden die verdiinnte 
zunadchst schwach positiv gegen die konzentrierte, jedoch gleicht sich 
diese Potentialdifferenz allmahlich aus, um nach 10 Minuten gleich Null 
zu werden. Jetzt bei n/10 mit H,SO,-Trépfchen gereizt, gibt nach kurzem 
positiven Vorschlag Negativitét von 20 Millivolt der gereizten Seite 
gegen die andere. 


Beim nachsten Versuche war n/1 deutlich negativ gegen n/10. Jetzt 
bei n/l gereizt. Nach positivem Vorschlag wird gereizte Seite 30 Millivolt 
negativ gegen andere. Weitere Versuche fielen entsprechend aus. 


2. n/1/Pfl. /n/100. 


Als Objekt dienten Fiederblatter von eingetopftem Phaseolus vulgaris. 
Die Positivitaét der verdiinnten Elektrode war sehr deutlich und bedeutend, 
im ersten Versuch 98 Millivolt, im zweiten 116 Millivolt — also starker, als 
dem eigentlichen Konzentrationseffekt entspricht —, im dritten 64 Millivolt. 
Vor Reizung wurden diese EMK kompensiert. Im ersten Versuche wurde bei 
n/1 ein H,SO,-Trépfchen aufgesetzt. Darauf wurde n/1 nicht negativ, sondern 
58 Millivolt positiver gegen n/100 als vor der Reizung. Im zweiten Falle 
wurde an der verdiinnten Elektrode gereizt ; sie wurde 87 Millivolt negativer 
gegen n/1 als vor der Reizung. Bei einem dritten Versuche wurde wieder 
bei n/l gereizt. Dies wurde zunachst positiv, jedoch nach !/, Minute negativ. 
Da das Blatt durch starke Senkung den Kontakt aufhob und unméglich 
machte, konnte keine Kompensation der EMK ausgefiihrt werden. 


In demselben Sinne wie bei Phaseolus fielen Versuche mit Pelargonium 
aus. Die Elektroden wurden auf je einem von zwei benachbarten Blattern 
angebracht. Die Positivitat der verdiinnten Elektrode war wieder sehr 
ausgesprochen, im ersten Versuche 100 Millivolt, im zweiten 144 Millivolt. 
im dritten 33 Millivolt. Diese EMK wurde kompensiert, dann gereizt. 
Im ersten Versuche wurde mit H,SO, an der konzentrierten Elektrode 
gereizt. Diese wurde sofort positiv, die Positivitat steigerte sich mehrere 
Minuten lang, um wieder zu fallen. Nach 5 Minuten betrug sie nur noch 
8 Millivolt. Beim zweiten Versuch ergab Reizung der verdiinnten Elektrode 
nach kleinem positiven Vorschlag starke Negativitat, die nach 10 Minuten 
mit 108 Millivolt kompensiert wurde. Beim dritten Versuch wurde wieder 
an der verdiinnten Elektrode gereizt, nach einigen positiven und negativen 
Schwankungen wird die gereizte Seite negativ. Weitere Versuche gaben 
ahnliche Ergebnisse. 
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3. n/10/Pfl. /n/100. 

Als Objekt dienten Blattfiedern von Sambucus nigra. Die verdiinnte 
Elektrode wird wieder positiv gegen die konzentrierte. Nach Reizung 
mit H,SO, an n/10 wird dies etwa 20 Millivolt negativ, dann bei n/100 
gereizt. Dies wird negativ, so daB sich die Potentialdifferenz unter mehr- 
fachen Schwankungen stark verringert. Bei einem zweiten Versuch lag 
der ,,Ruhe“strom ebenso, es wurde zuerst an der verdiinnten Elektrode 
gereizt, nach minimalem positiven Vorschlag schwache Negativitét der 
gereizten Seite, darauf folgt Reizung bei der konzentrierten Elektrode, 
diese wird negativ. 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse bei Asymmetrie der duBeren 
Ableitung. 


Wird bei Asymmetrie der duBeren Ableitung in unseren Versuchen 
auBerhalb beider Elektroden gereizt, so wird die Elektrode, in deren Nihe 
gereizt wird, stets stdirker negativ als die andere. Wird innerhalb beider 
Elektroden gereizt, so erhalten wir bei n/1 /n/10 und n/10 | n/100 eben- 
falls stets Negativitat an der gereizten Elektrode, dagegen bei n/I | n/100 
nur dann, wenn an der verdiinnten Elektrode gereizt wird, dagegen djters 
Positivitat an der gereizten Elektrode, wenn diese die konzentriertere ist. 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Wir haben nach dem Vorgang von Osterhout und Harris zunachst 
Laisionsstréme bei symmetrischer, auBerer Ableitung untersucht, und 
zwar mit n/l, n/l0, n/100 KCI als Ableitungsfliissigkeit, wahrend 
Osterhout und Harris vor allem n/10, n/100, n/1000 KCl benutzen. 
Osterhout findet den Lasionsstrom bei Ableitung mit n/100 und n/1000 
negativ, bei Ableitung mit n/10 positiv und schlieBt daraus, dab der 
Lasionsstrom positiv ist, wenn die Ableitungsfliissigkeit konzentrierter 
ist als der Zellsaft der Zelle, von der er abgeleitet wird. Obwohl wir 
zur Ableitung noch eine Zehnerpotenz konzentriertere Lésungen als 
Osterhout anwenden, nimlich n/1 KCl-Lésungen, die sicherlich konzen- 
trierter sind als der Zellsaft der verwandten Objckte, finden wir doch 
stets den Lisionsstrom negativ. Wir stellen diesen Unterschied fest, 
ohne in ihm etwas Widerspruchsvolles zu den Ergebnissen Osterhouts 
zu finden. Denn Osterhout leitet von einer einzelnen Zelle ab, wir von 
einem vielschichtigen Gewebe. Deshalb kénnen bei uns sich vielleicht 
an der Erzeugung des Lasionsstromes auch Zellen beteiligen, die nicht 
in Kontakt mit n/l KCl stehen und einen eventuellen positivierenden 
EinfluB von Zellen, die direkt mit n/1 KCl in Beriihrung stehen, tiber- 
kompensieren. Aber es kénnte auch sein, daB so verschiedene Objekte, 
wie die Zellen der Wasserpflanze Nitella und die der Blatter unserer 
Versuchsobjekte, von vornherein Unterschiede zeigen oder ein von uns 
noch unerkannter Faktor den Unterschied bedingt. 
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Osterhout hat noch zwei weitere Arten von Positivierungen gefunden. 
Er erhalt auch bei Reizung mit n/1000 NaCl elektrometrische Positivitat 
der gereizten Seite gegen die ungereizte. Diese Beobachtung stimmt 
gut tiberein mit alteren Beobachtungen Boses', nach denen ganz all- 
gemein sehr schwache Reize Positivitaét der gereizten Stelle ergeben 
k6nnen. 


Die dritte Art der Positivierung der gereizten Seite ist die scheinbare. 
Sie beruht darauf, daB zwar an beiden Elektroden Negativitat entsteht, 
aber an der vom Reizort entfernteren starkere als an der dem Reizort 
naiheren. Dann mu8 die dem Reizort nahere galvanometrisch positiv 
gegen die entferntere erscheinen. Einen solchen Fall beschreiben Oster- 
hout und Harris*. Solche Fille stellen ferner die von uns bei Ableitung 
n/1/Pfl./n/100 an der gereizten Seite festgestellten Positivierungen 
offenbar dar. Die auBere Asymmetrie kann zur scheinbaren Positi- 
vierung auf verschiedene Weise fiihren, sei es durch Erzeugung einer 
Differenz in der Erregbarkeit, sei es durch Erzeugung einer Differenz 
in den Ausgangspotentialen, sei es durch eine Kombination dieser 
beiden Umstande oder noch andere. Scheinbare Positivierung kann 
aber auch bei auBerer Symmetrie durch innere Asymmetrie bedingt 
sein. Ejinen solchen Fall beschreibt Bose*. Er findet beim Mimosen- 
gelenk die obere Seite positiv gegen die untere, wenn die obere gereizt 
wird, und erklart dies zutreffend durch starkere Erregbarkeit und 
demnach Negativierung der unteren. 


Es erscheint uns wichtig, diese drei verschiedenen Arten der 
Positivierung scharf auseinanderzuhalten. Nur die erstere ist bisher 
ohne Parallele. Es erscheint uns aber auch wichtig, zu unterscheiden 
zwischen den Potentialverinderungen, die beim Absterben einer Zelle 
bzw. Plasmamembran auftreten, und denen, die mehr oder weniger 
reversibel sind und am besten als Reizstréme zu bezeichnen sind. Diese 
Unterscheidung scheint uns in den Osterhoutschen Arbeiten nicht 
geniigend deutlich gemacht. Beide Typen kénnten aber zum mindesten 
sehr verschiedene Ursachen haben. Betrachten wir zunachst diejenigen 
Versuche Osterhouts, bei denen die Lasion zum Absterben der Zelle 
fiihrt. Die Versuchsanordnung ist im Prinzip die, daB von zwei Stellen 
der AuBenwand einer Zelle zum Elektrometer abgeleitet wird. Eine 
der Ableitungsstellen ist durch Chloroform abgetétet, weshalb zwischen 
AuBen- und Innenseite des Plasmas dort keine Potentialdifferenz 
besteht. Die gemessene Potentialdifferenz ist also diejenige, die zwischen 
AuBen- und Innenseite des Plasmas an der anderen Ableitungsstelle 


' Ch. J. Bose, Comp. Electrophysiology. London 1907. 
2 le. 12, 168/69. 
3 Ch. J. Bose, 1. c., 8. 162. 
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besteht. Wird nun in der Nahe dieser lebenden Ableitungsstelle auBer- 
halb beider Ableitungsstellen ein Schnitt durch die Zelle gefiihrt, so 
indert sich die Potentialdifferenz, und zwar wird sie, wie aus den 
Kurven hervorgeht, nach wenigen Minuten gleich Null. Die Zelle 
stirbt also offenbar ab. Die Veranderung der Potentialdifferenz beruht 
darauf, daB die an der lebenden Ableitungsstelle vorhandene Potential- 
differenz sich mit dem Absterben immer mehr bis auf Null verringert. 
Die Richtung der Potentialveranderung durch die Lasion ist in diesen 
Fallen also offenbar immer umgekehrt wie die Richtung der anfing- 
lichen Potentialdifferenz, und da, wie wir seit langem aus der als ,,Kon- 
zentrationseffekt**! bekannten Tatsache wissen und auch aus Osterhouts 
Kurven hervorgeht, verdiinnte Lésungen positivieren, konzentrierte 
negativieren, ist es klar, daB Osterhout in diesem Falle den ,,Lisions- 
strom’ bei Ableitung mit verdiinnten KCl-Lésungen negativierend, 
bei Ableitung mit konzentrierten KCl-Lésungen positivierend finden 
muB. Nicht von vornherein so klar liegen die Verhaltnisse, wenn eine 
Lasion in der Nahe einer Elektrode statt Absterben wenigstens zunichst 
einen mehr oder weniger reversiblen Reizstrom erzeugt. Dies war in 
solchen Versuchen Osterhouts der Fall, in denen die Zelle vor der Lision 
nicht an der einen Ableitungsstelle abgetétet war, sondern an beiden 
lebte und ungereizt war. Ubereinstimmend mit bisher Bekanntem 
sind in diesem Falle ohne weiteres die Versuche, bei denen die der 
Reizstelle nahere Ableitungsstelle negativ wird. In einigen Versuchen, 
besonders bei Ableitung mit n/10, wird sie aber positiv. Es handelt 
sich dabei offenbar nicht um Positivierung durch schwache Reizung, 
denn derselbe Reiz (Chloroform) fihrt bei etwas langerer Einwirkung 
zum Tode. Auch durch scheinbare Positivierung l4Bt sich der Versuch 
zum mindesten nicht ohne weiteres erklaren. Denn weder kann man 
innere Asymmetrie annehmen, etwa wie in Boses Mimosengelenk- 
versuch, noch liegt asymmetrische auBere Ableitung vor. Die ein- 
fachste, wenn auch nicht einzig mégliche Deutung dieser Versuche ist 
die, im Sinne der Bernsteinschen Membrantheorie anzunehmen, daB 
die Reizung die Semipermeabilitat an der gereizten Stelle momentan 
und reversibel in Permeabilitat verwandelt, und daB an der permeablen 
Membran genau wie an der absterbenden ein Ausgleich der vorhandenen 
Potentialdifferenzen stattfinden muB mit dem einzigen Unterschied, 
daB an der durch Reiz nur reversibel permeabel gemachten Membran 
mit dem Wiederauftreten der Semipermeabilitat auch die urspriingliche 
Potentialdifferenz sich wieder einstellt, wahrend bei der irreversibel 
permeablen dies nicht mehr méglich ist. Im gleichen Sinne mu es 
aber am Elektrometer wirken, daB mit dem Absinken der Potential- 


1 Siehe die Literaturangaben S. 403. 
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differenz an der dem Reizort naheren Ableitungsstelle auch der EMK 
an der entfernteren Stelle keine gleich grobe mehr entgegenwirkt 
Die beistehenden Schemata erliutern diese Verhiltnisse und zeigen 
gleichzeitig, wie bei Ableitung mit den positivierenden verdiinnten 
Lésungen die gereizte Ableitungsstelle negativ gegen die ungereizte 
wird, bei negativierenden konzentrierten aber positiv. So betrachtet, 
erfordert die Erklirung der Ergebnisse von Osterhout und Harris nicht 
gewisse, von ihnen selbst einigermaben willkiirlich gemachte Annahmen, 
sondern die Ergebnisse sind ohne weiteres mit der Bernstein scheti 
Membrantheorie vereinbar, ja sie scheinen eine neue Bestatigung fiir 
die Richtigkeit dieser Theorie zu sein. 
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Abb. 1. 
Schema der Spannungsverteilung bei Ableitung / mit konzentrierten, // mit verdiinnten Lésungen. 
Der kleine Pfeil zeigt die Richtung des Sp ry gleiches nach Reizung in der Nahe der 
gereizten, der groBe an der entfernten Ableitungsstelle. M Plasmamembran, £ Elektrometer, 
R Reizort. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Bei Symmetrie der auBeren Ableitung wird in unseren Versuchen 
mit Blattern stets die gereizte. Seite galvanometrisch negativ gegen 
die andere, gleichviel ob die Konzentration der Ableitungsflissigkeit 
héher (n/l KCl) oder niedriger (n/100 KCl) ist als die des Zellsafts. 

2. Wird bei Asymmetrie der auBeren Ableitung innerhalb beider 
Elektroden nahe einer Elektrode gereizt, so finden wir bei der Kom- 
bination n/l KCl/ Pflanze/n/100 KCl des éfteren galvanometrische 
Positivitat der dem Reizort naheren Ableitungsstelle, wenn in der 
Nahe von n/1 KCl gereizt wird. In allen iibrigen Fallen finden wir gal- 
vanometrische Negativitat der dem Reizort naheren Ableitungsstelle. 

3. Die von uns beobachtete Positivitat ist offenbar eine scheinbare, 
die dadurch bedingt ist, daB beide Ableitungsstellen negativ werden, 
aber die vom Reizort entferntere starker als die dem Reizort nahere. 

4. Der Befund von Osterhout und Harris an Nitella, daB der Lasions- 
strom positiv bzw. negativ ist, je nachdem, ob die Ableitungsfliissigkeit 
konzentrierter bzw. verdiinnter ist als der Zellsaft, wird mit unseren 
Befunden verglichen und diskutiert. Er erweist sich mit der Bernstein- 
schen Membrantheorie im Einklang und mit ihr erklarbar. 








Zur Frage des Aufbaues pflanzlicher Membrane. 


Von 
Kurt Hess. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Chemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 12. November 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Durch folgerichtige Anwendung verschiedener Reagenzien hat 
vor 9) Jahren A. Payen' eine Aufteilung pflanzlicher Zellmembrane 
in Praparate mit chemisch verschiedenen Eigenschaften durchgefiihrt, 
wobei er bekanntlich die Cellulose entdeckt hat. Dadurch war wahr- 
scheinlich geworden, daB sich die Pflanzen zum Bau ihrer Geriiste 
einer Kombination chemisch differenter Substanzen bedienen. Man 
hat die Zellwand mit einem Mauerwerk verglichen, fiir dessen mechani- 
sche Eigenschaften sich chemisch verschiedene Substanzen in Funktionen 
der Versteifung, Fiillung und Kittung teilen. So alt dieser Vergleich 
ist, so wenig Sicheres ist tiber Einzelheiten einer derartigen Differen- 
zierung bekannt geworden. 

Wichtig ist hierfiir die Frage, in welchem Umfange bei der Zer- 
legung der Zellwand chemische Vorgange eine Rolle spielen. Solange 
es sich nicht um indifferente Lésungsmittel handelt, wie z. B. Benzol- 
Alkohol bei der Isolierung der wachs- und fettartigen Bestandteile, 
sondern wie bei der Ligninabtrennung um energisch wirkende Reagen- 
zien, wird man damit zu rechnen haben, dab die abgetrennten Zellwand- 
komponenten gegeniiber dem Zustande in der intakten Membran in 
chemisch veraindertem Zustande erhalten werden. In dieser Hinsicht 
ist die extreme Auffassung erértert worden, dal Cellulose und Lignin 
in der Zellwand ather- oder esterartig verkniipft sind? 

Auf Grund mikroskopischer Gewebeuntersuchungen von botani- 
scher Seite ist seit langem ein lamellenartiger Bau der Zellwand erkannt 


1 Literatur bei AK. Hess, Die Chemie der Cellulose, 8. 24f. Leipzig, 
Akad. Verlag, 1928. 

2 Man vergleiche dazu den Vortrag von E. Schmidt (Papierfabrikant 26, 
673, 1928), sowie die anschlieBende Diskussion. 
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worden. Daraus geht bereits die inhomogene Natur der pflanzlichen 
Membrane mit Sicherheit hervor. Da aber die zur stofflichen Charakteri- 
sierung der Lamellen iiblichen Reagenzien nicht eindeutig sind, 
iiberdies den Botanikern die Vertiefung der mikroskopischen Beob- 
achtungen nach der chemisch-praparativen Seite hin erschwert war. 
so haben auch diese Versuche noch nicht zu einer befriedigenden Klarung 
gefiihrt. 

Ein bedeutsames Hilfsmittel zur Behandlung der Frage steht in 
neuerer Zeit in der Réntgenmethode zur Verfiigung. Es ist festgestellt 
worden, dais Holz bis auf Unterschiede der Gesamtintensitat dasselbe 
Réntgendiagramm wie chemisch weitgehend gereinigte Cellulosefasern 
zeigt. K. Hess und C. Trogus' haben den HolzaufschluB réntgeno- 
graphisch verfolgt und gefunden, dai nach Mabgabe der Abfiihrung 
der Nichtcellulosestoffe aus dem Holze die Gesamtintensitat des Dia- 
gramms zunimmt, wahrend die relativen Intensitaten schatzungsweise 
erhalten bleiben. Diese Befunde sprechen zugunsten der Auffassung, 
daB die Cellulose im Holz bereits als solche enthalten ist. 


Weitere Anregungen iiber die stoffliche Verteilung in der Zell- 
wand hat die Diskussion des Réntgendiagramms von Cellulosefasern 
durch R.O. Herzog? gebracht. Dieser Forscher folgerte auf Grund 
gewisser Interferenzen im Réntgendiagramm von aufgeschlossenen Cellu- 
losefasern auf die Anwesenheit von mehr als einer kristallisierten Substanz 
in der Cellulose. Aus Griinden der hohen mechanischen Festigkeit 
solcher Fasern diskutiert derselbe Autor auBerdem die Anwesenheit 
einer Kittsubstanz, die amorpher Natur ware, da sie sich réntgeno- 
graphisch nicht nachweisen laBt. Ein Nachweis fiir eine solche Kitt- 
substanz, die bekanntlich auch schon C. v. Ndgeli*® bei der Entwicklung 
der Micellartheorie gefordert hat, ist nicht erbracht worden. 


Die mit den Herren M. Liidtke und G. Schultze durchgefiihrten 
Untersuchungen erstrecken sich auf das Nahrgewebe der Steinnub 
(Phytelephas makrocarpa), den Bau des Holzgewebes einer Bambusart 
(Spezies unbekannt) und auf die Bastfaser der Ramie (Boehmeria 
nivea). 

Wie . Liidtke* festgestellt hat, kann man bei der Steinnu’ ein 
befriedigendes Bild iiber die Verteilung der Zellwandkomponenten 


1 A, 466, 64, 1928; vgl. dazu auch schon die Angabe von R.0O. Herzog 
und W. Jancke, B. 58, 2163, 1920. 

2 N. 12, 956, 1924; vgl. indessen dazu: R.O. Herzog und W. Jancke, 
Zeitschr. f. Phys. 49, 27, 1928; N. 16, 421, 1928. 

3 C.v. Ndgeli und S. Schwendener, Das Mikroskop, 2. Aufl., S, 424f. 
Leipzig 1877. 

* A. 456, 201, 1927. 
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bekommen, wenn man die von (Gilson! aufgedeckten anatomischen 
Verhaltnisse und die bekannten Keimungsversuche von Reis? mit 
den Ergebnissen der praparativen Aufteilung kombiniert. 

(Gilson beobachtete beim Behandeln von Gewebeschnitten mit 
Chlorzinkjodlésung die intensive Anfarbung einer dem Zellumen zu- 
gewandten diinnwandigen Innenschicht, eine nur sehr schwache 
Firbung einer dann folgenden (Zwischenlamelle), wihrend eine dritte 
Schicht (Mittellamelle) ungefarbt bleibt. Reis beobachtete bei Keimungs- 
versuchen, daB die besonders stark entwickelte Zwischenlamelle auf- 
gezehrt wird, wobei ein diinnes Hautchen (naimlich die diinnwandige, 
dem Zellinhalt zugekehrte Innenschicht) gegen die Mittellamelle gedriickt 
wird, die ebenfalls bei der Keimung resistent ist. Extrahiert man 
SteinnuBschnitte nach den bekannten Grundsiatzen des Holzauf- 
schlusses mit Chlordioxyd-Natriumsulfit, so erkennt man unter dem 
Mikroskop, daf& durch dieses Reagens die Schicht fortgelést worden 
ist, die der Mittellamelle im Gilsonschen Farbeversuch entspricht. 
Aus dem Riickstand lassen sich drei Substanzen isolieren: In Ausbeute 
von 45°, Mannan A, von 25°, Mannan B und etwa 7,5°,, Cellulose, 
alle Angaben bezogen auf das Gewicht des Riickstandes. Mannan B 
zeigt ebenso wie Cellulose Chlorzinkjodreaktion, Mannan A dagegen 
nicht. Auf Grund des Gilsonschen Farbeversuches mit Chlorzink- 
jod liegt die Annahme nahe, daB eine Mischung von Mannan A und B 
der sich schwach violett farbenden Zwischenlamelle und die isolierte 
Cellulose der sich stark fairbenden ‘Innenhaut entspricht. In Uberein- 
stimmung mit der Folgerung stehen die Mengenverhaltnisse: In der 
natiirlichen SteinnuB etwa ein Drittel Mittellamellensubstanz, 60°, 
Zwischenlamellensubstanz und etwa 5°, Cellulose. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich eine Verteilung der chemisch 
verschiedenen Zellwandkomponenten in raumlich verschiedenen 
Lamellen. Die Cellulose kann danach kaum mit dem Mannan chemisch 
verbunden sein (Mannocellulose), noch viel weniger mit der Mittel- 
lamellensubstanz, die im wesentlichen aus einem pektinahnlichen* 
Komplex bestehen diirfte. Chemische Bindung ware nur fiir die Grenz- 
fliche zweier benachbarter Lamellen in Betracht zu ziehen. Ob die 
Mannane A und B chemisch verkniipft sind, laBt sich nicht entscheiden. 
Jedenfalls lassen sie sich nach der Auflésung des von der Mittellamelle 
befreiten Materials in Kupferamminlésung bei Raumtemperatur von- 
einander trennen. 


1 La Cellule 9, 397, 1893. 

> Landw. Jahrb. 18, 711, 1889. 

3 Charakteristisch von Pektin unterscheidet sich der Komplex durch 
den Mangel an Methoxyl, so daB es fraglich ist, ob ein Vergleich mit Pektin 
iiberhaupt angebracht ist. 
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Fragt man, wieweit die Zellwandkomponenten dieses Gewebes 
durch Adsorption! verkniipft sind, so kann diese ebenfalls nur fiir die 
Grenzfliche zweier benachbarter Lamellen in Betracht kommen 
Abb. 1 stellt einen Schnitt durch das Steinnubgewebe dar, wie er sich 
nach der Entfernung der Mittellamelle und Anfarbung mit Chlor- 
zinkjod ergibt, aus dem die erérterten Verhiltnisse ohne weiteres 
hervorgehen diirften. 





Abb. 1. 


Mit Chlordioxyd-Natriumbisulfit behandelter Diinnschnitt der Steinnuf im polarisierten Lichte 
(Verg-oBerung etwa 150.) 
t = Tiipfelkanal, 
| = angeschnittenes Zellumen, das sich gegen die Innenhaut 
etwas abhebt, 
= Innenhaut (Zellulose) erscheint durch Chlorzinkjod dunkel, 
z = Zwischenlamelle (Mannan A + Mannan B), 
m Mittellamelle. 


Ahnlich wie hier durch Kombination von analytisch-praparativen 
Untersuchungen mit solehen mikroskopisch-anatomischer Natur wurde 
von WV. Liidtke auch ein tieferer Einblick in die Verteilung der Kom- 
ponenten im Zellwandgewebe des Bambusholzes gewonnen. Als Typus 
fiir ein Stiitzgewebe wurde deshalb zunichst Bambus herangezogen. 
weil erwartet werden konnte, dal} bei den Gramineen wegen der starken 
mechanischen Beanspruchung des Stiitzgewebes mdglicherweise das 
fiir die mechanischen Eigenschaften Typische im Faserbau_ starker 
entwickelt und daher leichter zu erkennen ist als in anderen Hélzern. 

Aus den zersigten und zerspaltenen Bambusstaben wurde der 
Ligninkomplex in bekannter Weise durch Chlordioxyd-Natriumsulfit 
entfernt. Nach der Behandlung fallen die Holzfasern auseinander: 


| H. Wislicenus, Kolloid-Zeitschr. 27, 213, 1920. 
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unter dem Mikroskop beobachtet man Holz- und Bastfasern, Parenchygn- 
zellen, Tracheen, Siebréhren, sowie Zellen der Epidermis. Man wird 
in der Annahme nicht fehlgehen, daB das Lignin dazu beitragt (Lokalli- 
sierung in der Mittellamelle'), die Faserelemente im Holz zusammen. 


zuhalten. 

Auf Grund folgender Versuche laBt sich ermitteln, wie in diesem 
Holzgewebe das Xylan verteilt ist. Der Xylangehalt, bestimmt durch 
den Furfurolwert im aufgeschlossenen Zellstoff, betrigt etwa 22°... 
Die Parenchymzellen des Zellstoffs lassen sich von den langen Holz- 
fasern durch Absieben trennen. Der Xylangehalt so abgetrennter 
Parenchymzellen betrigt etwa 40°,, woraus unter Beriicksichtigung 
des Mengenverhiltnisses der abgesiebten Parenchymzellen hervorgeht, 
daB das Xylan im wesentlichen ein Bestandteil der Parenchymzellen 
ist. Das Xylan lést sich in verdiinntem Alkali. In Ubereinstimmung 
mit dem vorangehenden Versuche erkennt man unter dem Mikroskop 
die Parenchymfasern an der Oberflache stark arrodiert, wahrend die 
langen Holzfasern scheinbar gar nicht verandert sind. Farbeversuche 
zeigen, dab in den Parenchymzellen die Cellulose nach dem Zellinnern 
zu angeordnet ist. Danach ist das Xylan auf den peripheren Schichten 
der Parenchymfasern angereichert. Es erscheint fraglich, ob Xylan 
iiberhaupt am Aufbau der Holzfasern teilnimmt und als Geriistkohle- 
hydrat bezeichnet werden darf. 

Der Aufbau der Zellwand des Parenchymgewebes des Bambus 
erinnert somit an das Nahrgewebe der Steinnub, wo auch die Cellulose 
als Lamelle im Innern angeordnet ist, der begleitende Kohlehydrat- 
komplex Mannan A und B als Nahrschicht darauf. Damit soll natiirlich 
nicht gesagt sein, da Xylan hier die Rolle eines Reservekohlehydrats 
spielt. Dies kénnte erst durch Wachstumsversuche entschieden werden. 


Quellungserscheinungen haben zu einem weiteren Einblick in 
den Bau der Bambusfaser gefiihrt. 

Von C. v. Ndgeli® ist zuerst die Beobachtung beschrieben worden, 
da Hanffasern bei der Behandlung mit Jod-Schwefelsiure ein perl- 
schnurartiges Aufquellen zeigen. Die Erscheinung ist weder auf die 
Faserart® noch auf das Reagens* beschrinkt. Im besonderen tritt 
sie auch leicht bei der Beriihrung von Kupferamminlésung mit Bambus- 


' Vgl. dazu besonders S. J. Ritter, Ind. Eng. Chem. 17, 1194. 1925: 
W. M. Harlow, Techn. Publ. 21, New York, State College of Forestry 1927. 

* Bot. Mitt.2, Tafel 5, 1866. 

3 J.v. Wiesner, Die Rohstoffe des Pflanzenreichs, 3. Aufl.. 8. 53f. 
Leipzig 1918; weitere Literaturangaben bei .V. Liidtke, A. 466, 37, 19238. 

* P. P.v. Weimarn, Kolloid-Zeitschr. 44, 63, 1928. 
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fasern auf! (vgl. Abb. 2). J. v. Wiesner erérterte die Erscheinung fiir 
Baumwollfasern und nimmt an, daB die Ausbuchtungen auf die Gegen- 
wart einer in Kupferamminlésung unléslichen AuBenhaut zuriickzu- 
fiihren ist, die an den Buchten zerrissen und an den Knoten sich faltig 
zusammengeschoben habe. Wenn auch die Verhiltnisse bei der Baum. 
wolle etwas anders liegen als bei den Bambusfasern, so ist die Ursache 
des Wiesnerschen Phinomens doch grundsitzlich anderer Natur. Setzt 
man quer zur Langsachse geschnittene Bambusfasern dem Reagens 
so aus, daf dieses von der Schnittfliche her angreifen kann, so beob- 





Abb. 2. 
Perlschnurartiges Quellungsbild von Ramiefaser in Kupferamminlésung. 


achtet man, daB das Reagens mit wechselnder Geschwindigkeit die 
Cellulose in Richtung der Faserachse auflést, in dem Sinne, daB groBe 
und kleine Losungsgeschwindigkeit periodisch abwechselt. Verzégerung 
tritt jeweils an den Stellen auf, die im perlschnurartigen Quellungs- 
bild den Einschniirungen entsprechen, Beschleunigung an den den 
Ausbuchtungen entsprechenden Stellen. Daraus geht hervor, dab 
an den Einschniirungsstellen Substanz lagert, die weniger leicht von 
Kupferammin gelést wird, als die an den Stellen der Ausbuchtung. Im 
Quellungsbild tritt an den Stellen der Einschniirungen (z. B. Abb. 3, + +) 
ein Querelement im Faserbau hervor, das man durch gelinden Druck 
zwischen Objekttrager und Deckglas auf die Seite legen kann und das 
dann den Eindruck einer durchlochten Scheibe macht, durch die sich 
der Innenschlauch der Faser zieht?. Das in Frage stehende Quellungs- 


1 Die Einwirkung der Reagens kann in sehr verschiedener Weise 
durchgefiihrt werden. 

2 Oft verschiebt sich das Querelement auch spontan bei der Quellung, 
so daB es in der Aufsicht sichtbar wird. Die scheibenférmigen Querelemente 
widerstehen bei der Auflésung der Faser in Kupferamminlésung am langsten 
und erscheinen dann unter dem Mikroskop als isolierte, oft noch ihrer 
Lage in der Faser entsprechend angeordnete Zellelemente. 
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bild kommt dadurch zustande, daB die Faserwand in regelmabigen 
Abschnitten von Querelementen durchzogen ist, die mit der gegen 
Kupferamminlésung bestandigen AuBenhaut verwachsen sind, wobei 
sich noch nicht beurteilen laBt, ob die AuBenhaut! das Querelement 
volikommen durchzieht. Jedenfalls kann die Quellungserscheinung 
jetzt nur dadurch erklart werden, dab die in Frage stehende AuBenhaut* 
fiir das quellende Reagens durchlassig ist, nicht aber fiir die im Faser- 
verband damit gebildete wasserlésliche Kupfercellulose. Die semi- 
permeable Haut zerrei®t, wenn der osmotische Druck im Faserinnern 





Abb. 3. 
Querelement der Bambusfaser, das beim Quellen in Kupferamminlssung bervortritt, 
+ +4 Innenschlauch der Faser 


eine gewisse Grenze tiberschreitet. Unter dem Mikroskop kann man 
sich leicht tiberzeugen, daB der Faserinhalt schnell in Lésung geht, 
wenn die Haut zerreibt. 


Die Faserunterteilung quer zur Faserachse ist nicht die einzige, 
die beobachtet werden kann. Bringt man quergeschnittene Bambus- 
fasern nach einer Behandlung in Alkali mit Kupferamminlésung zu- 
sammen, so beobachtet man an der Schnittflache ein teleskopartiges 
Herausquellen verschiedener Schichten. C. v. Ndgeli® und auch andere 
Botaniker haben bereits an geeigneten Zellwandobjekten eine derartige 
Schichtung beobachtet und sie im Sinne eines verschiedenen Wasser- 


‘Man kann bei zweckentsprechender Einwirkung des Reagens 
auch gewisse Spiralelemente beobachten, die mit der AuBenhaut verwachsen 
erscheinen. In sehr ausgeprigtem MaBe ist das bei der Baumwolle der Fall; 
die Spiralelemente sind hier gegen Kupferammin besonders resistent. Man 
vergleiche dazu auch die Beobachtungen W.L. Balls und H. A. Hancock, 
Proc. Serie B. 98, 428 ff.. 1922. 


2 Diese AuBenhaut braucht nicht mit der sogenannten Kutikula 
identisch zu sein. 
% Bot. Mittlg. 2, 87, 1866. 
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gehalts der Schichten erklart. Die Erscheinung ist in unserem Falle 
durch die Anwesenheit von Schichten aus cellulosefremder Substanz 
bedingt. 

Wie aus Abb. 4 hervorgeht, kann man in Kupferamminlésung die 
Schichten verschieden schnell in Lésung bringen. Dabei wird beob. 
achtet, daB ahnlich wie die auBere Schicht auch jede Innenschicht 
perlschnurartig aufquillt. Man kann mitunter auch mehrere Aufbuch- 
tungen in radialer Richtung hintereinander beobachten. Daraus geht 
hervor, daB die in Frage stehende Schichtung auf ein die Faserachse 





Abb. 4. 
++ Quellungsbild einer verdickten Holzfaser des Bambusholzes. 


konzentrisch umgebendes Fremdhautsystem zuriickzufiihren ist, dessen 
Substanz dihnlichen Charakter wie die der AuBenhaut besitzt und ver- 
mutungsweise mit dieser identisch sein diirfte. 

Es liegt nahe, auch die den Botanikern lange bekannte Streifung 
der Fasern auf eine aihnliche Ursache wie fiir die Schichtung zuriick- 
zufiihren und zu folgern, daB auch in radial-axialer Richtung ein 
Hautsystem die Faser durchzieht. Ein direkter Nachweis hierfiir fehlt 
bisher. Ein gewisser Anhaltspunkt ergibt sich aus den von A. Hess 
und G. Schultze! beobachteten Erscheinungen an der Ramiefaser, aus 
der durch partielle Acetylierung regelmaBige Zellwandeinheiten in Form 
dinner Blattchen abgetrennt werden kénnen. Da die Lange dieser 
Blattchen annahernd mit dem Abstand zwischen zwei Einschniirungen 
im Quellungsbild iibereinstimmt?, das Blattchen also an den End- 
flachen senkrecht zur Langsrichtung im Faserverband von den im 
Quellungsbild nachweisbaren Querelementen begrenzt ist, liegt die 


1 A. 456, 55, 1927. 

2 75 bis 100 ; die GréBe nimmt gegen Ende der Faser ab; auch scheint 
sie fiir die einzelnen Fasern mit der Entfernung vom basalen Teil des 
Stengels zu schwanken. Die Blattchen sind urspriinglich im Faserverband 
senkrecht zur Langsrichtung gekriimmt. 
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Annahme nahe, da auch die anderen Flachen des Blattchens im 
Faserverband von Fremdelementen umgeben sind, und daB die Ab- 
trennung dieser im Verlauf der partiellen Acetylierung dadurch zu- 
stande kommt, daB ein die Blittchen umgebendes Hautsystem zuerst 
angegriffen wird. 

Fiir die Substanz des die Quellungserscheinung bedingenden 
Hautsystems der Bambusfaser ist eine spezifische Farbreaktion mit 
Phloroglucin-Chlorwasserstoff in athylalkoholischer Liésung gefunden 
worden, womit im Gegensatz zu dem bekannten Ligninreagens phloro- 
glucinwasserige Salzsiure (hiermit nur schwach-gelbe Anfarbung) 
tief-dunkle Rotviolettfirbung eintritt. |Quellungserscheinung und 
Farbreaktion verschwinden mit zunehmender Reinigung der Faser. 
Furfurolbildung und positive Naphthoresorcinreaktion machen es 
wahrscheinlich, daB die in Frage stehende Hautsubstanz aus Uron- 
saiurederivaten besteht!. 

Aus einer Verschiedenheit des Quellungsphiinomens nach der 
quantitativen Seite*, sowie aus der Beobachtung, dab das erwahnte 
Reagens nicht mit allen Arten von Fasern wirkt, geht hervor, dali 
das Hautsystem bei verschiedenen Faserarten verschieden stark aus- 
gebildet ist, und da®B Unterschiede in seiner qualitativen Zusammen- 
setzung bestehen*®. Aus der folgenden Tabelle von M. Liidtke geht das 
Verhalten einiger Faserarten im rohen und gereinigten Zustande 
gegen Phloroglucin-Chlorwasserstoff-Alkohol und bei den Quellungs- 
versuchen in Kupferaminlésing hervor. Zum Vergleich ist das Ver- 
halten gegen Phloroglucinsalzsaure angegeben worden. 

Die UmschlieBung der Celluloseschichten durch ein Hautsystem 
im vorliegenden besonders gepriiften Falle der Bambusfaser beweist, 
daB die Cellulose mit dem Lignin und den anderen Membranstoffen 
in der Zellwand chemisch nicht verkniipft sein kann. Adsorption 
kann nur fiir die festgestellten Grenzschichten in Frage kommen. 

Aus den mitgeteilten Beobachtungen geht allgemein hervor, dab 
beim Aufbau der Zellmembran in engem Zusammenhang mit der 
Schichtung eine stoffliche Differenzierung steht, so da® fiir die in 
neuerer Zeit wieder von mehreren Fachgenossen vertretene Auffassung 
einer chemischen Bindung zwischen verschiedenen Zellwandkompo- 


. 


nenten eine sehr erhebliche Einschrankung zu erwarten ist. 


1 Vgl. dazu auch Sh. Komatsu und Y. Sasaoka, Bull. chem. Soc. Japan 
2, 57, 1927. 

2 H. Aisslinger, Diss. Ziirich 1907, 8S. 33. 

% So halten wir es fiir méglich, daB die von W. L. Balls (Proc. Serie B 
90, 542, 1919) beschriebene, sehr ausgeprigte lamellenartige Schichtung 
der Wand von Baumwollhaaren in adhnlicher Weise durch Fremdhaute 
bedingt ist wie bei den Bambusfasern. 

Biochemische Zeitschrift Band 203. 











4 1 Ss K. Hess: 
Wiasserige Alkobol. Lésung Perischnurartige 
Substanz Phloroglucins | von Phioroglucin- Autquellung in 
Salzsaure * Chlorwasserstoff * Kupferammin 


Bambuszellstoff n. d. Auf- 
schlu8 mit ClOg—Na,SO, 

Bambuszellstoft zweimal mit 
8°%iger NaOH extrahiert 

Bambuszellstoff 22 Tage in 
18% iger NaOH 

Bam buszellstoff nach d. Fur- 
furoldestillation . 

Buchenzellstoff nach d. Auf- 
schluB mit CLOg—NagSO, 

Buchenzellstoff nach Extrak- 
tionm. 2-,5-,8-u. 15%iger 
NaOH. 

Zellstoff aus Mammutholz 
(Sequoia gigantea) nach 
dem Aufschlu$8 mit ClO, 

Nag SO; 

Zellstoff aus Mammutholz 
nach Extraktion mit 2-, 5-. 
8- und 17% iger NaOH . 

Bastfaser der Ramie nach 
AufschluB m.C10,-Na, 80x 

Bastfaser des Sisalhanfes 
nach Adfschlu8 mit ClO, 
—Na, SO; 

Sisalhanf, roh 

Steinnu§ nach Aufschlu$ mit 
C1O,—Na, SOs 

Sulfitzellstoff (technisch) . 

Baumwolle, roh 

Baumwolle, gebleicht 

Bambusxylan . 


Mannan A 


bedeutet Ausbl 


Sehr schwach + 


Schwach + 


Schwach 


, 
+ 


Stark ausgeprigt 

Vorhanden 

Nur an einzelnen 
Fasern erkennbar 

Nicht erkennbar 


Stark a usgepragt 


Sehr schwach aus- 


gepragt 


Vorhanden 


Nicht erkennbar 


Vorhanden 


Vorhanden 


Vorhanden 


Nicht erkennbar 
Vorhanden 
Stark ausgeprigt 
Vorhanden 


iben einer Farbung; héchstens Gelbfarbung. 





+ bedeutet deutliche Rotviolettfirbung. 
+ bedeutet sehr starke Rotviolettfirbung. 


* 18°/9, mit Phloroglucin bei Raumtemperatur gesattigt. 


“* Zur Anwendung gelangte cine mit Chlorwasserstoff gesittigte Athylalkohollésung, die 
mit dem gleichen Volumen Alkohol verdiinnt war und der auf 30 com 0,5 g Phloroglucin zugesetzt 


waren. 
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Der nunmehr nach der chemischen Seite hin mit gréBerer Sicherheit 
hervorgetretene Bau der Zellwand macht zahlreiche Eigenschaften 
verstandlich, die man bisher nur unbefriedigend gedeutet hat. So ist 
z. B. der oft negative Ausfall der Chlorzinkjodreaktion in cellulose- 
haltigen Geweben darauf zuriickzufiihren, daB das Reagens infolge 
AbschlieBung der Cellulose durch Lamellen anderer Stoffe nicht an 
diese herankommt. Wie MM. Liidtke' gezeigt hat, tritt nach der Ver- 
mahlung solcher Membrane Cellulosereaktion ohne weiteres ein. 


Ferner ist der erérterte Faserbau bei Lésungs- und Substitutions- 
reaktionen zu beriicksichtigen. Nach den beschriebenen Quellungs- 
versuchen ist zu erwarten, daB die die Cellulose durchziehenden Haute 
auch bei anderen Reaktionen semipermeabel sind in dem Sinne, dali 
die Haute fiir die Reagenzien, die bei Substitutionsreaktionen der 
Faser (Bildung von Faseracetat? und Fasermethylat*) verwendet 
werden, durchlissig, fiir die gebildeten Reaktionsprodukte undurch- 
lissig sind. Bei der Priifung des Verhaltens solcher noch von den 
urspriinglichen mehr oder weniger intakten Fremdhauten durchsetzten 
und umschlossenen Fasern gegen Lésungsmittel ist selbstverstandlich 
eine ganz besondere Vorsicht am Platze*. 


Auch fiir das oft erwihnte permutoide Durchreagieren der Faser 
hat das Fremdhautsystem Bedeutung, was daraus hervorgeht, dab 


die Lage der Cellulosekristallite bei der réntgenographischen Ver- 
folgung derartiger Reaktionen um so besser erhalten bleipt, je weniger 
die Faser von den Fremdsubstanzen gereinigt worden ist. 


SchlieBlich ist fiir die Schidigung der Fasern durch Mineralsiéuren 
der erérterte Faserbau wichtig. Bekanntlich verlieren die in iiblicher 
Weise gereinigten Fasern bei der Siurewirkung an Festigkeit, Glanz 
und Geschmeidigkeit. Sie werden spréde und lassen sich schlieBlich 
leicht zerreiben. Durch besondere Versuche unter dem Mikroskop 
laBt sich fiir Bambusfasern feststellen, daB die Bruchstellen mit den 
Einschniirungsstellen im Quellungsbild zusammenfalien. Da auBerdem 
mit fortschreitender Siurewirkung das Quellungsbild in Kupferammin- 
lésung verschwindet, die Fasern in diesem Reagens jetzt ohne weiteres 
zerflieBen und im Falle von Bambus auch keine Farbreaktion mehr 
zeigen, so geht hervor, daB die Zerstérung des Fremdhautsystems eine 
wesentliche Ursache fiir die Schidigung der Fasereigenschaften durch 


' B. 61, 465, 1928. 

2D. R. P. 184201. 

3 Denham und Woodhouse, Soc. 103, 1733, 1913; 105, 2357, 1914; 
Denham, Soc. 119, 81, 1921. 

4 Man vergleiche dazu K. Hess, C. Trogus und H. Friese, A. 466, 
80, 1928. 
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Behandlung mit Sauren ist. Bekanntlich hat man fiir derartig ge- 
schidigte Fasern die Bezeichnung ,,Hydrocellulose’ eingefiihrt. Fiir 
diese war auf Grund polarimetrischer Bestimmungen in Kupferammin. 
lésung von Hess, Messmer, Weltzien und Liuhitsch' festgestellt worden. 
daB sie noch grundsiatzlich mit chemisch reiner Cellulose identisch ist. 
Es war gefolgert worden, dab die Veranderung der mechanischen Eigen- 
schaften bei der Hydrocellulosebildung nicht auf eine chemische Ver- 
ainderung der Cellulose, insbesondere nicht auf Depolymerisation. 
zuriickzufiihren ist. Die oben aufgedeckte Ursache fiir die Schadigung 
der mechanischen Eigenschaften der Faser bei der Hydrocellulose- 
bildung steht in Ubereinstimmung mit den friiheren Feststellungen. 

Aus diesen Ausfiihrungen diirfte hervorgehen, daB der oben ent- 
wickelte Faser- und Membranbau zahlreiche bisher weniger gut ver- 
standliche Eigenschaften befriedigend zu erkliren vermag. 


1 A, 435, 125, 1923; A. 442, 46, 1925; A. 444, 200 1927; A. 445, 97, 1927. 
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Experimentelle Untersuchungen-iiber das Verhalten des Blut- 
zuckerspiegels nach peroraler Hefegabe. 


Von 
A. Bickel und G. Nigmann. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 13. November 1928.) 


Bei der Hefetherapie war die Empirie der wissenschaftlichen 
Erkenntnis des Zustandekommens der Heilwirkungen vorausgeeilt. 
Der Gebrauch der Hefe in der Volksmedizin greift bekanntlich bis 
weit ins Altertum zuriick. In der neuzeitlichea Medizin, etwa von der 
Mitte des vorigen Jahrhunderts an, fand die Hefe im wesentlichen 
eine zweifache Anwendung: entweder eine lokale zur Bekaimpfung 
umschriebener Krankheitsherde, die einer auBerlichen Behandlung 
zuganglich waren, oder eine allgemeine durch interne Medikation der 
Hefe zum Zwecke der Beeinflussung der Prozesse im Verdauungs- 
kanal, der Beschaffenheit der Kérpersafte, der Reaktionsfahigkeit der 
Kérperzellen, des gesamten Stoffwechsels. 


Die erstere Applikationsart begriindete man vorziiglich mit dem 
Hinweis auf die experimentell genau festgestellte bakterizide Wirkung 
der Hefe einschlieBlich ihrem chemotactischen, die Leucocytose be- 
giinstigenden Einflu8 und wies dabei gern auf den ansehnlichen Nuclein- 
gehalt der Hefe hin. Fiir die letztgenannte Applikationsart fiihrte 
man die verschiedensten Griinde ins Feld. Bei der Behandlung von 
Verdauungsstérungen dachte man daran, dab die Hefe gewisse akti- 
vierende Eigenschaften den Verdauungsfermenten gegeniiber besitzt. 
ferner, daB die immerhin mégliche Wucherung von Hefezellen im 
Magen-Darmtraktus die hier ansassige Bakterienflora beeinflussen und 
damit ebensowohl eine Anderung in den bakteriellen Darmvorgingen, 
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wie auch in dem Auftreten resorbierbarer Produkte aus der bakteriellen 
Zersetzung des Darminhalts oder auch aus dem Eigenstoffwechsel 
gewisser Bakterien herbeizufiihren verméchte. Die Entstehung der 
Beeinflussung der Beschaffenheit der Kérpersafte durch Hefegaben 
stellte man sich auf dem Wege iiber eine Einwirkung resorbierter Hefe- 
bestandteile auf Blut- und Gewebszellen vor und erinnerte bei der 
angenommenen allgemeinen stimulierenden Zellwirkung der Hefe 
vor allem an die Erfahrungen bei der Proteinkérpertherapie, und 
vermutete dabei, daB bei der Hefe eben diese Reizwirkung nicht nur 
bei parenteraler, sondern auch bei enteraler Applikation zustande 
kommen kénnte. Nahe lag es, daran zu denken, daB bei der 
enteralen Hefeapplikation Spaltprodukte der Hefezellen selbst oder 
aus den Hefezellen bei der Verdauung frei werdende und in ihnen 
praformierte Substanzen nach ihrer Resorption jene Reizwirkungen 
entfalteten. 

Nun lassen sich in der Tat aus den Hefezellen durch Extraktions- 
oder Abbauverfahren, abgesehen von den Hefefermenten, eine ganze 
Reihe biologisch stark differenter Substanzen gewinnen, fiir die man 
bisher allerdings noch nicht in allen Fallen den Nachweis erbringen 
konnte, daB sie in dieser wirksamen Form bei enteraler Hefezufuhr 
zum Kérper resorbiert und den Kérpersiaften und der gesamten Zell- 
masse des Kérpers zugefiihrt werden. Wir nennen die wichtigsten. 
An erster Stelle stehen hier die Vitamine der Hefe, deren Wirkungs- 
mechanismus genau studiert ist, und die auch zweifellos in aktiver 
Form vom Magendarmkanal aus resorbiert und den Zellen im inneren 
Kérpermilieu so zugefiihrt werden. An zweiter Stelle nenne ich das 
Hefesekretin, das von Haramaki (1) im hiesigen Laboratorium in bei 
100°C hergestellten salzsauren Hydrolysaten frischer Bierhefe in 
kleinen Mengen gefunden wurde. Es wirkt nach parenteraler Zufuhr 
zum Ké6rper erregend auf die Magendriisen. Drittens sei hier noch 
einmal jener oben bereits erwihnten, die Verdauungsfermente akti- 
vierenden Stoffe in der Hefe gedacht, die, wofern sie in wirksamer 
Form resorbiert werden, vielleicht auch eine Aktivierung der Fermente 
des inneren Kérpermilieus herbeizufiihren vermégen. Auch die Beob- 
achtungen von Schlesinger (2) itiber den die Malariaplasmodien akti- 
vierenden Einflu8 peroral verabfolgter Hefe, der an gewisse thermo- 
labile Substanzen der Hefe gekniipft ist, gehéren hierher. An letzter 
Stelle endlich fiihre ich die in der Hefe nachgewiesenen insulinartig 
wirkenden oder das Insulin aktivierenden Stoffe an, tiber deren Re- 
sorbierbarkeit weiter unten noch das Notwendige gesagt werden 
soll. Da® besonders die Trockenhefe vorziiglich im Darm ausgenutzt 
wird, haben Schittenhelm, Massatsch und Warnat (3) erst unlingst 


bewiesen. 





Blutzuckerspiegel nach peroraler Hefegabe. 


Als Ziel der internen Hefetherapie mit Verfiitterung der Hefe 
galt nun immer viel mehr als die Regulierung intestinaler Vorginge 
eine Beeinflussung des allgemeinen Kérperstoffwechsels. Das ist auch 
in der Tat durch den Vitaminreichtum der Hefe mdglich, besonders 
aber in den Fallen, in denen eine Vitaminmangelkrankheit vorliegt. 
Im Hinblick auf den Gehalt der Hefe an insulinartigen Substanzen 
dachte man ferner daran, durch Hefedarreichung speziell den Kohle- 
hydratstoffwechsel in bestimmte Richtung lenken zu kénnen. Man 
wandte daher Hefe vielfach bei der Behandlung des Diabetes oder 
bei Krankheitszustanden an, fiir die man hypothetisch eine Stérung 
im Zuckerstoffwechsel nach der diabetischen Seite zu annahm. 

Im AnschluB an die Entdeckung Collips (4) tiber blutzuckersenkende 
Hefeextrakte ist dieses Problem vielfach in der Literatur behandelt 
worden, und es gliickte (Gottschalk (5), im Reagenzglasversuch zu zeigen, 
daB ein derartiges Hefeextrakt genau wie Insulin die Acetaldehyd- 
produktion durch Leberbrei um ein Vielfaches steigert. Im lebenden 
Tierkérper war aber eine blutzuckersenkende Wirkung von Hefe- 
extrakten zunichst nur bei parenteraler Zufuhr derselben nachgewiesen 
worden. 

Nun konnte aber Kaufmann (6) dartun, dab Hefeautolysate und 
Hefeextrakte nicht nur bei parenteraler, sondern auch bei enteraler 
Zufuhr bei normalen Hungerkaninchen eine voriibergehende Blut- 
zuckersenkung machen. Bei der Verfiitterung von frischer Hefe aber 
zeigte sich eine solche Wirkung nicht. Das konnte zwei Ursachen 
haben: entweder war die verfiitterte Menge frischer Hefe zu gering, 
als daB sie derartige voriibergehende Blutzuckersenkungen hatte 
machen kénnen, wie sie die an wirksamen Bestandteilen vielfach 
reicheren Extrakte zeigten, oder es wurden aus den Hefezellen bei der 
Verdauung in der Zeiteinheit nicht geniigend groBe Mengen der insulin- 
artigen Substanzen in Freiheit gesetzt, und es konnte deshalb nicht 
die zur Blutzuckersenkung erforderliche Dosis in der Zeiteinheit 
resorbiert werden. Daf diese insulinartigen Stoffe etwa bei der Ver- 
dauung unwirksam wiirden, war darum nicht anzunehmen, weil ja 
Kaufmann dargetan hatte, daB diese Stoffe bei enteraler Zufuhr zu 
wirken vermdégen. 

Da es nun zweifellos von nicht geringem theoretischen, wie auch 
praktisch-therapeutischen Interesse ist, zu wissen, ob man unter allen 
Umstanden mit der Unméglichkeit rechnen muB, durch enterale Zufuhr 
der Gesamthefe insulinartige Wirkungen am Blutzucker zu erzielen, 
haben wir unsere Aufmerksamkeit dieser Frage zugewandt. Wir gingen 
bei unseren Untersuchungen, iiber die wir in dieser Arbeit berichten, 
von dem Gedanken aus, daB vielleicht die Trockenhefe hier Leistungen 
vollbringen kénnte, die der frischen Hefe nicht beschieden sind, zu 
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volifiihren. Denn man kann erstlich mit der Trockenhefe dem Kérper 
viel gréBere Hefemengen einverleiben, als mit der frischen Hefe; man 
muB ferner daran denken, daB die Trockenhefe als staubférmiges 
Pulver leichter von den Verdauungsfermenten abgebaut wird als frische 
Hefe, die noch ihre uneingeschrankte Vitalitat besitzt, und daB aus 
diesen beiden Griinden in der Zeiteinheit aus der Trockenhefe viel 
gréBere Mengen insulinartiger Stoffe bei der Verdauung herausgelést 
werden und auch zur Resorption kommen, als es bei der frischen Hefe 
der Fall ist. 


Es war aber auch von vornherein klar, daB nur mit einer solchen 
Trockenhefe derartige starke Wirkungen zu erzielen waren, bei deren 
Herstellung alle biologisch wirksamen Substanzen in der Hefe méglichst 
in ihrer Integritat geschont wurden. Weil nun Weichardt (7) in sehr 
sorgfaltig durchgefiihrten Versuchen nachgewiesen hatte, daB das 
durch Trocknen der frischen Hefe im kalten Luftstrom hergestellte 
Trockenhefepulver Levurinose (,,Blaes**) nach der Verfiitterung auBer- 
ordentlich vitaminwirksam war, schien uns diese Hefe fiir unsere Ver- 
suche besonders geeignet. Denn wir durften es als wahrscheinlich 
ansehen, daB in einem Praparat, in dem die Vitamine so vorziiglich 
konserviert waren, auch die anderen wirksamen Hefebestandteile gut 
erhalten sein wiirden. 


Wie aus den nachstehend mitgeteilten Protokollen hervorgeht. 
ist uns der Beweis vollauf gegliickt, daB bei normalen Kaninchen, die 
24 Stunden gehungert hatten, die perorale Zufuhr von 5 g (die gleiche 
Gewichtsmenge frischer Hefe hatte Kaufmann bei seinen entsprechenden 
Versuchen mit negativem Ausfall genommen) der genannten Trocken- 
hefe in einer Aufschwemmung in 100 ccm Wasser in der Regel eine 
sehr betriichtliche Blutzuckersenkung bewirkt, die bald um die vierte. 
bald um die sechste Stunde nach der Hefefiitterung am stirksten ist, 
und da®B diese Zuckerverminderung sich ebenso bei der Berechnung 
auf frisches Blut, wie auch bei der Berechnung auf die Bluttrocken- 
substanz zeigt, und daB nach der Gabe von 100 ccm Wasser ohne Hefe- 
zusatz bei sonst gleichen Versuchsbedingungen keine derartige Wirkung 
auf den Blutzucker festzustellen ist. 


Damit haben wir eine insulinartige Wirkung von nicht unbe- 
deutendem AusmaB nach der peroralen Gabe dieses Trockenhefe- 
pulvers Levurinose nachgewiesen. Ob sich andere Trockenhefen ebenso 
verhalten, bedarf besonderer Untersuchung. Dab diese Wirkung aber 
sich auch am Gesamtstoffwechsel ausdriicken mu, ist anzunehmen. 
Diese Frage hat Herr Dr. Hoffmann im hiesigen Laboratorium unter 
Anwendung der Methode der Untersuchung der Harnquotienten studiert 
und wird dariiber in einer besonderen Mitteilung spater berichten. 
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Es ist iiberfliissig, auf die praktisch-klinische Bedeutung unserer 
Versuch, aus denen sich die Méglichkeit der Regulierung des Kohle- 
hvdratstoftwechsels in antidiabetischem Sinne durch die Verfiitterung 
geniigend groBer Mengen einer geeigneten Trockenhefe ergibt, be- 
sonders hinzuweisen. 

Experimenteller Teil. 


Die Versuchsanordnung war folgende. Kaninchen, die 24 Stunden 
niichtern gehalten worden waren, bekamen um 9 Uhr vormittags 5g 
Levurinose, die in 100 ccm Leitungswasser aufgeschwemmt waren, durch 
die Schlundsonde in den Magen eingegossen. Unmittelbar vor der Hefegabe 
war Blut zur Blutzucker- und Bluttrockensubstanzbestimmung dem Ohr 
entnommen worden. Um 10, 1! und 34 Uhr wurde die Blutentnahme 
zu dem gleichen Zwecke wiederholt. Die Blutzuckerbestimmung wurde 
nach der Methode von Hagedorn-Jensen ausgefiihrt. An jedem Tiere wurde 
einmal ein Versuch gemacht, bei dem an Stelle der wisserigen Hefe- 
aufschwemmung lediglich die in ihr vorhandene Wassermenge, niimlich 
100 cem Leitungswasser, durch die Schlundsonde verabfolgt wurde. Bei 
jedem Kaninchen wurden an verschiedenen Tagen drei Versuche durch- 
gefiihrt, naimlich zwei Versuche mit Hefegabe und dazwischen ein Versuch 
mit der Wassergabe ohne Hefezusatz. (Die Wassergabe als solche hatte 
nur in einem Falle eine den Blutzucker bei Berechnung auf die Bluttrocken- 
substanz leicht senkende Wirkung; in allen anderen Fallen blieb der Blut - 
zucker sowohl bei der Berechnung auf das frische Blut, als auch bei der 
Berechnung auf die Bluttrockensubstanz unverandert oder stieg leicht an.) 


Samtliche Blutzuckeranalysen wurden doppelt, simtliche Bluttrocken- 
substanzbestimmungen dreifach ausgefiihrt. Die Zahlen in den Protokollen 
stellen die Durchschnittswerte gut tibereinstimmender Kontrollanalysen dar. 


Versuchsprotokolle. 


Versuch I. 
K6érpergewicht: 3,5 kg. Versuchstag: 1. November 1928. 
24 Stunden niichtern. 


Kaninchen Nr. I. 





Blutzucker Blutzucker 
bei Berecnnung auf Bluttrockensubstanz bei Berecnnung aut 
frisches Blut Bluttrockensupstanz 


0 0 
0 0 0 


gh20’ 0,139 19,0 0.731 

9 30 perorale Gabe von 5 g Levurinose + 100 cem Wasser 
Hefeprobe I. 

10 30 0,129 15,4 0,837 

1 30 0,082 25,7 0,819 

3 30 0,102 23,7 0,430 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 
57 mg-°.,. Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrocken 


substanz: 412 mg-°,. 
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Versuch II. 


Kaninchen Nr. 2. Kérpergewicht: 2,8 kg. Versuchstag: 2. November 1928. 


24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
. bei Berechnung auf attest bei Berechnung auf 
Zeit frisches Blut Bluttrockensubstanz 
0 0 0 0 0 ‘ 
9b20)’ 0,131 18,9 0,693 
9 30 perorale Gabe von 5 g Levurinose + 100 cem Wasser. 
Hefeprobe I. 

10 30 0,108 21,7 0,497 

1 30 0,112 29,2 0,554 

3 B80 0,095 23,2 0,409 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 
36 mg-°. Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrocken- 


substanz: 284 mg-°,. 
Versuch 111. 


Kaninchen Nr. 3. Kérpergewicht: 3,3 kg. Versuchstag: 3. November 1928. 


24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
’ bei Berechnung auf |Bluttrockensubstanz | bei Berechnung auf 
Zeit frisches Blut | Bluttrockensubstanz 
0 0 0) o 0 ° 

9h20’ 0,132 16,6 0,795 

9 30 perorale Gabe von 5 g Levurinose + 100 cem Wasser. 
, Hefeprobe I. 

10 30 0,128 18,7 0,684 

+ 4130 0,098 17,5 0.560 

3 30 0,140 22,5 0.622 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 
34 mg-°,. Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrocken- 


substanz: 235 mg-°;. 
Versuch IV. 


Kaninchen Nr. 1. Kérpergewicht: 3,5 kg. Versuchstag: 5. November 1928. 


24 Stunden niichtern. 








Blutzucker Blutzucker 
. bei Berechnung auf Bluttrockensubstanz bei Ber g auf 
Zeit frisches Blut Bluttrockensubstanz 
| 0 0 oy 
0 0 > 
g2¢ =| 0,188 18,1 0,734 
9 30 | perorale Gabe von 100 ccm Wasser. 
10 30 0,143 18,4 0,776 
1 30 0,156 15,0 1,940 
3 30 0,138 20.5 0,648 


Maximaler Blutzuckerakfall bei Berechnung auf das frische Blut: 0°,. 
Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrockensubstanz: 


86 mg-°.. 


k 
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Versuch V. 
Kaninchen Nr. 2. Kérpergewicht: 2,8 kg. Versuchstag: 6. November 1928. 
24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
bei Berechnung auf Bluttrockensubstanz bei Berechnung auf 
frisches Blut Bluttrockensubstanz 


0 


0 0 


9b20' 0,122 20,9 0.583 
9 30 perorale Gabe von 100 eem Wasser. 


10 30 
1 30 
3 30 


0,124 19,9 0,623 


0,127 
0,133 


19,2 
20,2 


0,661 
0.658 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 0‘ 
Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrockensubstanz: 
0%. 

Versuch VI. 
Kaninchen Nr. 3. Kérpergewicht: 3,3 kg. Versuchstag: 7. November 1928. 
24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
bei Berechnung auf Bluttrockensubstanz bei Berechnung aut 
frisches Blut 


Bluttrockensubstanz 
0 


u uv vy 


9h20' 0,136 15,6 0.871 
930 | perorale Gabe von 100 cem Wasser 

19 30 0,137 15,6 0,878 
1 30 0,143 ‘ 15,9 0,899 
3 30 0,155 16.2 0,956 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 0° 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrockensubstanz : 0° 


Versuch VII. 


Kaninchen Nr. 1. Kérpergewicht: 3,5 kg. Versuchstag: 8. November 1928. 
24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
bei Berechnung auf Bluttrockensubstanz bei Berechnung aut 
frisches Blut Bluttrockensubstanz 


0 0 


0 0 0 

9b20)’ 0,124 19,9 0,623 

9 30 perorale Gabe von 5 g Levurinose + 100 cem Wasser. 
Hefeprobe Il. 

10 30 0,108 20,1 0,537 

1 30 0,107 23,0 0,465 

3 30 0,134 17.7 0,757 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 
14 mg-°®%,. Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrocken- 


substanz: 158 mg-°,. 
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Versuch VITI. 


Kaninchen Nr. 2. Kérpergewicht: 2,8 kg. Versuchstag: 9. November 1928. 
24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
Zei bei Berechnung auf Bluttrockensubstanz bei Berechnung auf 
wen frisches Blut Bluttrockensubstanz 
% lo dt) 
9b20' 0,131 18,5 0,708 
9 30 perorale Gabe von 5 g Levurinose + 100 ccm Wasser. 
Hefeprobe IIT. 
10 30 0,080 19,6 0,408 
1 30 0,098 18,7 0,524 
3 30 0,088 18,6 0,473 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 
51 mg-°,. Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrocken- 
substanz: 300 mg-°%%. 


Versuch IX. 


Kaninchen Nr. 3. Kérpergewicht : 3,3 kg. Versuchstag: 10. November 1928. 
24 Stunden niichtern. 





Blutzucker Blutzucker 
. | bei Berechnung auf Bluttrockensubstanz bei Berechnung aut 
Zeit frisches Blut Bluttrockensubstanz 
0 0 %o %o 

gb20)’ 0,136 19,9 0,683 

9 30 perorale Gabe von 5 g Levurinose + 100 cem Wasser. 
Hefeprobe IV. 

10 39 0,110 . *178 0,618 

1 30 » 0,088 19,7 0,446 

3 30 0,084 18.9 0,444 


Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf das frische Blut: 
52 mg-°;. Maximaler Blutzuckerabfall bei Berechnung auf die Bluttrocken- 
substanz: 239 mg-°,. 

Hefeprobe I, IT, ILI, IV bedeutet, daB die zu den einzelnen Versuchen 
benutzten Trockenhefemengen aus vier verschiedenen handelsiiblichen 
Levurinosepackungen stammten. 
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Uber den Mechanismus der spezifischen Ionenwirkungen auf 
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Allgemeiner Teil. 
I. Theorien tiber die spezifischen Ionenwirkungen. 

Die sogenannten spezifischen lonenwirkungen auf Zellen und 
Gewebe wie auf EiweiBkérper spielen in der biologischen und kolloid- 
chemischen Diskussion eine groBe Rolle. Man erkliart vielfach? die 
Ionenwirkungen auf die Zelle aus der Wirkung auf die Eiweifkérper. 
Warum aber die lonen die EiweiBkérper spezifisch beeinflussen, ist 
unbekannt. 


1 Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft. 
* Vgl. z. B. R. Héber, Physikalische Chemie d. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., 
bes. S. 615ff. Leipzig 1926. 
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Jaques Loeb’ leugnet iiberhaupt spezifische Wirksamkeit von 
Saure- und Basenrestionen auf Proteine sehr weitgehend. Er erkennt 
nur einen unspezifischen ,,depressorischen* Salzeffekt an, den er aus 
den Donnangesetzen erklart. Die entgegenstehenden Befunde friiherer 
Untersucher erklirt er — vielfach wohl mit Recht — aus Experimental- 
fehlern. Es liegen aber aus jiingerer Zeit eine Reihe von Beobachtungen 
iiber spezifische lonenwirkungen auf Proteine vor, die der experimen- 
tellen Kritik von J. Loeb standhalten?. Es gibt also neben der un- 
spezifischen Salzwirkung auf Grund des Donnangleichgewichts auch 
noch eine spezifische Wirkung von lonenreihen. 


Zur Erklirung hat L. Michaelis* gelegentlich angenommen, diese 
spezifischen Wirkungen beruhten auf einer Konkurrenz der wirksamen 
Ionen und des EiweiBes um das Lésungswasser. Eine zweite wichtigere 
Theoriengruppe beruht auf der Ansicht, daB die spezifisch wirksamen 
Ionen mit dem Protein Salze bilden, deren dissoziierter (Michaelis*) 
oder aber chemisch-aktiver Bruchteil (Wo. Pauli5) von Ion zu Ion 
verschieden ist. Auf dieser Verschiedenheit wiirde dann der spezifische 
Charakter der einzelnen Ionenwirkungen beruhen. Es ist fiir die experi- 
mentelle Priifung dieser Anschauungen zunachst von geringerer Be- 
deutung, ob die GréBe des aktiv-ionisierten Bruchteils der Eiweibsalze 
durch interionische Krafte (Aktivitatsfaktor) oder Dissoziationskrafte 
(Dissoziationsgrad) bestimmt ist. Es soll deshalb das Verhaltnis der 
aktiven Normalkonzentration der Proteinsalze zu ihrer Gesamt- 
normalkonzentration nach dem Vorschlag des einen von uns® mit dem 
nichts prajudizierenden Ausdruck ,,Aktivitatsgrad** bezeichnet werden. 
Damit kénnen diese beiden eng verwandten Theorien zunichst ge- 
meinsam behandelt werden. 


Vergleichende Messungen dariiber, ob Ionen verschiedener spezifi- 
scher Wirksamkeit mit ein und demselben EiweiB Salze verschiedenen 
Aktivitatsgrades bilden, liegen bisher nicht vor. Denn fiir Saure- und 
Basenrestionen gibt es, auBer fiir Cl’, keine Elektroden geniigender 
Zuverlassigkeit. Man kann aber unter bestimmten Bedingungen den 
Aktivitatsgrad vieler EiweiBsalze messen mit Hilfe des Donnangleich- 
gewichts. 


' Jaques Loeb, Die EiweiBkérper. Berlin, J. Springer, 1924. 

2 Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 94, 225, 1919; Michaelis und 
v. Szent-Gydrgi, ebendaselbst 108, 178, 1920; Hans H. Weber, ebendaselbst 
158, 443, 1925; Hans Netter, Pfliigers Arch. 210, 450, 1925. 

3 L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, 1. Aufl. Berlin, 
Julius Springer, 1914. 

* Diese Zeitschr. 108, 225, 1920. 

5 Ebendaselbst 164, 401, 1925; 174, 308, 1926. 

® Hans H. Weber, ebendaselbst 189, 407, 1927, und zwar 8S. 426. 
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II. Spezifische Erscheinungen bei der Einstellung von 
Membrangleichgewichten. 


Rona und Mitarbeiter’ haben in friiheren Untersuchungen mit 
Hilfe der Kompensationsdialyse von Eiweiblésungen festgestellt, dab 
die analytischen Mengen anorganischer Elektrolyte .,imnen* und 
..auBen bisher unerklirte, sehr betrichtliche Abweichungen von 
der Verteilung aufweisen, die nach dem Donnangleichgewicht zu er- 
warten ist. Denn die einzelnen diffusiblen Ionen zeigen spezifische 
Unterschiede in der Verteilung auf Innen- und AuB®enlésung. Nun 
gilt aber das Donnangleichgewicht nur fiir die aktive Konzentration 
der diffusiblen Ionen ,,innen‘* und ,,auBen‘, nicht fiir die Gesamt- 
menge des betreffenden Elektrolyten?. Es liegt also nahe, anzunehmen. 
daB in den Versuchen von Rona und Mitarbeitern die aktiven Kon- 
zentrationen ,,innen und ,,auBen“ tiberhaupt den Donnangesetzen 
entsprechen, daB aber die Gesamtkonzentrationen, die den Donnan- 
gesetzen nicht folgen, von den aktiven Konzentrationen stark — und 
zwar bei den einzelnen lonen verschieden stark — abweichen. Diese 
Abweichungen miissen die eiweiBhaltigen ,, Innenlésungen* der zitierten 
Versuche betreffen, da von den ,,auBen‘ befindlichen reinen Salz- 
lésungen die Unterschiede zwischen der aktiven und der Gesamt- 
konzentration der betreffenden Ionen als ziemlich gering bekannt 
sind. Hieraus wiire zu schlieBen, daB das EiweiB der Innenlésung 
unter Umstiinden einen erheblichen — auBerdem von lon zu Ion 
wechselnden — Bruchteil der Salzionen in nicht aktiver Form bindet, 
daB der Aktivitatsgrad der EiweiSsalzverbindung bisweilen niedrig 
und bei den einzelnen Salzen verschieden ist. 


Erweist sich der Standpunkt als richtig, daB bei Dialyseanordnungen 
die aktiven Konzentrationen der diffusiblen Elektrolyte auf jeden 
‘all den Donnangesetzen folgen, so bietet eine solche Dialyseanordnung 
sogar die Méglichkeit, den Aktivitatsgrad verschiedener Salze desselben 
Proteins quantitativ zu bestimmen und zu vergleichen. Denn man 
kann unter dieser Voraussetzung die aktiven Konzentrationen der 
anorganischen Jonen in der EiweiBliésung auch dann bestimmen, wenn 
sie elektrisch nicht unmittelbar meBbar sind. Sie ergeben sich aus 
der Donnanproportion und der Aktivitat des betreffenden Lons ,,auBen**. 
In der eiweiBfreien AuBenlésung ist aber die aktive Konzentration 
des Ions verhaltnismaBig leicht und genau feststellbar. Hiermit wird 
die bisher entscheidende Schwierigkeit fiir die Bestimmung des 


1 P, Rona und H. Petow, diese Zeitschr. 187, 356, 1923; P. Rona, 
H. Petow und F. Wittkower, ebendaselbst 150, 468, 1924. 

2 Vgl. auch J. Frisch, Wo. Pauli und F. Valké, ebendaselbst 164, 
401, 1924. 
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Aktivitatsgrades von Proteinsalzen beseitigt, die (auBer fiir Cl’) in der 


Bestimmung der aktiven Konzentration der Gegenionen des Proteins lag. 
2 £ 


Die experimentelle Priifung der gegebenen Deutung der Befunde 


von Rona und Mitarbeitern scheint also lohnend. Sie erfordert ein 
Dialysesystem, in dem die aktiven Konzentrationen aller diffusiblen 
Jonen einwandfrei meBbar sind. Sie wirkt iiberzeugend, falls ein sehr 
deutliches, also hohes Donnangleichgewicht der aktiven Ionen- 
konzentrationen besteht, wihrend die Gesamtkonzentrationen von 
der Einstellung nach den Donnangesetzen stark abweichen. Eine hohe 
Donnanproportion ist nur zu erwarten, falls die EiweiBlésung ,.innen” 
konzentriert und der EiweiBkérper selbst gut wasserléslich ist, so dab 
die fiir das Donnangleichgewicht maBgebliche Wand zwischen ,,innen“ 
und ,,auBen** die Wand der Dialysehiilse ist und nicht die Wand irgend- 
welcher Micellen, Flocken oder Gelpartikel. Der EiweiSkérper der 
Innenlésung soll ferner gegen spezifische Ionenwirkungen sehr emp- 
findlich sein, damit an einen befriedigenden Ausfall dieser Priifung 
die oben umrissenen Versuche angeschlossen werden kénnen dariiber. 
wieweit die Ionenwirkungen auf einem verschiedenen Aktivitatsgrad 
der betreffenden Salze des Proteins beruhen. 


Allen diesen Bedingungen geniigt das System: Myogenchlorid — HCl 
bei einem p,, zwischen 2 und 3. Die Aktivitaten der diffusiblen Ionen ay 
und a sind in diesem p,,-Intervall einwandfrei meBbar'. Auch wird 
bei so saurer Reaktion die Einstellung des Aktivitatsgleichgewichts 
trotz der langen Versuchsdauer (10 bis 20 Stunden) — durch Neben- 
reaktionen praktisch nicht gefilscht (CO,-Aufmahme aus der Luft, 
Alkaliabgabe des Glases usw.). Das Myogen selbst ist kristallklar 
wasserléslich und leicht in 2- bis 4°,igen Lésungen zu gewinnen®. 
Es zeigt auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes eine sehr 
ausgesprochene Empfindlichkeit gegen spezifische Anionenwirkungen. 
Beim Myogenchlorid besteht ferner ein nicht unerheblicher Unterschied 
in der aktiven und Gesamtkonzentration an Cl’, da der Aktivitatsgrad 
des Myogenchlorids in dem angegebenen py-Intervall etwa 0,6 betrigt 
(H. H. Weber®). AuBerdem ist die H-Bindungskurve des Myogens 
sehr genau bekannt, was sich weiterhin fiir gewisse Uherlegungen als 
sehr niitzlich erweisen wird (vgl. S. 433 ff.). 


Ill. Membrangleichgewicht und Aktivitit der diffusiblen Lonen. 


In dem System Myogenchlorid + HCl bei p,, = etwa 2 folgen 
nun tatsachlich die aktiven Konzentrationen der diffusiblen Ionen in 


1 H. H. Weber, |. ¢., 8S. 430, und zwar 8S. 429. 
2 Derselbe, |. c., S. 430, und zwar 8. 424 und 429. 
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ihrer Verteilung den Donnangesetzen genau, wihrend die Gesamt- 
konzentrationen des Cl erheblich davon abweichen (Tabelle 1). 


a, auBen @_) innen [Cl] innen 
a innen 4d ,auBen ~ [Cl] auBen 


Tabelle I. 





auBen innen innen _ Osmotischer Druck in mm Hg 


Nr. ) a C 
Ne Pa pinnen h innen Cl quien [cl] 


aufsen beobachtet berechnet 


2,195 1,92 94 3, 

1,620 1,37 , 1, 

1,692 1,23 ,26 14 
2.1! 2, 


19 74 97.5 

5 44 56.5 
16 19.5 
) 92 87 


8 
St 


2,442 2,16 


Es ist namlich die Gesamtchlorkonzentration innen erheblich 
héher als die aktive Konzentration, weil das Eiweif offenbar eine 
gewisse Chlormenge inaktiviert. Der Betrag, um den die Gesamt- 
chlorproportion gréBer ist als die Donnanproportion der aktiven Ionen. 
14Bt zu letzter GréBe keine Beziehungen erkennen, denn die inaktiv 
von dem Myogen im Hiilseninnern festgehaltene Cl-Menge steht in 
anderer Abhangigkeit von EiweiBkonzentration und p,, wie die eigent- 
liche Donnanproportion. Sie ist durch den Aktivitatsgrad des Myogen- 
chlorids unter den betreffenden Bedingungen bestimmt (vgl. dazu 
S. 436 und Experimenteller Teil, Tabelle I). 

Die Daten der Tabeile I sind sehr gut gesichert. Sie beruhen auf 
folgenden, in jedem Versuche nebeneinander vorgenommenen Messungen : 

1. der elektrometrischen Bestimmung der ay, und do .,innen™ 
und ,,auBen‘; 

2. der Cl-Analyse ,,innen* und ,,auBen‘; 

3. der Beobachtung des osmotischen Druckes. Dazu kommt: 

4. die rechnerische Verwendung der H-Bindungskurve des 
Myogens. 

Die Beziehung zwischen lonenaktivitaéten und -konzentrationen 
ist durch die betreffenden Aktivitatsfaktoren (f,) gegeben. Die Aktivitits- 
faktoren der einander zugeordneten Ionen einer und derselben Saure 
kénnen allgemein als gleich angesehen werden*. Fiir HCl betrigt der 
(scheinbare ’?) Aktivitatsfaktor, der fiir Messungen mit der angewandten 
Apparatur (nach Michaelis und Kakinuma) giiltig ist, nach Eichung 1*. 
Also ist 

[HCl] = a, = aq. 


Da sich in der AuBenlésung nur reine HCl betindet, miissen dort die 
elektrischen Messungen der a,, der ad, und die analytische Be- 


* Val. dazu H. H. Weber, |. c., 8.430, und zwar 8S. 414ff. und 429. 
Biochemische Zeitschrift Band 203. 28 
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stimmung der [Cl] denselben Wert ergeben. Dies ist ohne einen syste- 
matischen Fehler der Fall. Eine gewisse Streuung beruht auf einer 
geringfiigigen Unsicherheit der elektrometrischen Cl’-Bestimmung (vgl. 
dazu Experimenteller Teil, Tabelle I). Die Bestimmung des Gesamt- 
chlors der Innenlésung erfolgt 1. durch Analyse, 2. durch Addition der 
gesamten vom Eiweif in irgend einer Weise gebundenen Cl-Menge 
und des Cl, das von der HCl im Hiilseninnern stammt. Die vom 
EiweiB bei dem betreffenden p,, gebundene Cl-Menge ist aus der 
H’- Bindungskurve! bei Kenntnis der Myogenkonzentration abzulesen. 
Die auf beiden Wegen gefundenen Gesamtchlorkonzentrationen im 
Hiilseninnern stimmen sehr gut tiberein (vgl. dazu Experimenteller Teil. 
Tabelle I). Die Aktivitaten der diffusiblen Ionen dienen zur Berechnung 
des osmotischen Druckes (nach Jaques Loeb*). Die befriedigende 
Ubereinstimmung mit den gemessenen osmotischen Drucken ist eine 
weitere Kontrolle dafiir, daB die gemessenen Aktivititen ,,innen‘ und 
, auBen* weitgehend richtig sind* (Tabelle 1). 


Es bestitigt sich also, daB die Gleichgewichtseinstellung der 
aktiven Konzentrationen auch dann gemaB den Donnangesetzen erfolgt, 
wenn die Gesamtkonzentrationen der diffusiblen Ionen dieser Be- 
dingung nicht geniigen. Damit diirfte auch das Ratsel der Alteren 
Versuche von Rona und Mitarbeitern gelést sein‘. 


! H. H. Weber, |. c., 8. 430, und zwar 8. 424. 

21. c., S. 430. 

% Der gemessene osmotische Druck ist in weniger sauren Lésungen 
héher als der berechnete (s. Versuch 4 der Tabelle I), weil zu dem osmotischen 
Druck der anorganischen Ionen der osmotische Druck der EiweiBpartikel 
dazukommt. In starker sauren Lésungen fallt —- genau wie bei den sehr 
zahlreichen Beobachtungen J. Loebs —- der gemessene osmotische Druck 
unter den berechneten (Versuch | bis 3 der Tabelle I). Dies ist vielleicht 
ein Hinweis darauf, daB in stairker konzentrierten Lésungen der osmotische 
Faktor der Ionen (f,) von dem Aktivitaétsfaktor (/,) so weit abweicht, daB 
die Unterschiede nicht mehr ganz vernachlissigt werden kénnen. 

* Da diese Autoren mit physiologischen, also hohen Neutralsalz- 
konzentrationen und fast isoelektrischem EiweiB gearbeitet haben, ist 
anzunehmen, da die ,,wahre‘‘ Donnanproportion ihrer Versuche kaum 
von dem Wert 1 abweicht, und da8 der Aktivitétsgrad ihrer EiweiBsalze 
wesentlich kleiner war als in den hier mitgeteilten Myogenchloridversuchen. 
Die von ihnen gefundenen Gleichgewichte diirften daher im wesentlichen 
durch inaktivierende Bindung der Ionen an das Eiwei8 einerseits und 
durch den ,,nichtlésenden Raum‘ der Innenlésung andererseits auch in 
den Fallen bestimmt sein, die wie echte Donnangleichgewichte aussehen 
(vgl. dazu G. Hecht, diese Zeitschr. 165, 214, 1925). Dagegen ist der Einflu8 
des ,,nichtlésenden Raumes‘: bei den hier mitgeteilten Versuchen mit 
Myogenchlorid infolge der groBen Verschiedenheit der Cl-Konzentrationen 
»innen** und ,,auBen“ praktisch bedeutungslos. 
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IV. Bestimmung des Aktivititsgrades von Myogensalzen mit Hilfe des 
Donnangleichgewichts. 

Die Versuche am System Myogenchlorid ~- HCI bieten eine vdllig 
sichere Grundlage fiir die vergleichende Bestimmung des Aktivitits- 
grades (s. 8.430) verschiedener Sauresalze des Myogens. Denn sie 
haben gezeigt, da die Donnanproportion fiir die Aktivitaten der 
H’- und der Anionen quantitativ gleich ist. Infolgedessen ist es méglich, 
mit der angewandten Dialyseanordnung auch die Aktivitaten von 
solehen Anionen in der EiweiBlésung zu bestimmen, die elektrisch 
nicht unmittelbar meBbar sind. Sie ergeben sich aus der Donnanformel 


ay auBen 
* Banion auben- 


“hates tome == 6. ianen 

Werden die betreffenden Anionen als reine Saure (ohne Salz) in das 
System eingefiihrt, so ist die Donnanproportion der a, so hoch, dab 
kleine Messungsfehler das Resultat nicht wesentlich filschen. Ferner 
ist in diesem Falle @,4 io, augen gleich a, auBen', so daB die Donnan 


bedingung die Form annimmt 


@ anion innen ~ 


_ (a4 auBen)?* 


@y innen 


Fir mehrwertige Sauren treten die entsprechenden Donnanformeln 
héherer Potenz ein. Die aktive Konzentration der dem EiweiB zu- 
geordneten Anionen ergibt sich durch Subtraktion der aktiven 
Konzentration der im Hiilseninnern vorhandenen freien Saure von der 
gesamten Anionenaktivitat innen. Die aktive Konzentration der 
freien Saure ,,innen“ ist aber gleich der ay ,,innen‘?. 


Fiir die Errechnung des Aktivitatsgrades der Myogensalze ist 
ferner definitionsgemaB (s. 8. 430) die Kenntnis der Gesamtkonzentra- 
tion der Anionen notwendig, die — aktiv und nicht aktiv — vom 
EiweiB gebunden sind. Diese ist erstens aus der H -Bindungskurve 
des Myogens ablesbar (vgl. 8. 434) und ergibt sich zweitens aus der 
analytisch bestimmbaren Gesamtkonzentration an Anionen ,,innen‘ 
durch Subtraktion der Innenkonzentration an freier Siure*, die sich 
aus der @y ,,innen* errechnet. 

Da die Gesamtkonzentration der vom Myogen gebundenen Anionen 
auf beiden Wegen denselben Wert ergab (Abweichung vom Mittel + 1 bis 
3%, vgl. dazu Experimenteller Teil, Tabelle I und II, sowie 8S. 444), 
wurde haufig auf die Anaiyse verzichtet (vgl. Experimenteller Teil, 


1 Vgl. dazu H. H. Weber, |. c., 8. 430, und zwar 8. 429. 

2 Die Aktivitaétsfaktoren bzw. Dissoziationskonstanten, die die 
rechnerische Beziehung zwischen der Konzentration der Séure und der 
Aktivitét ihrer Ionen geben, sind im Experimentellen Teil, 8S. 444, an- 
gegeben. 


28* 
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Tabelle ITI). Von den Daten, die zur Berechnung der aktiven Anionen- 
konzentration ,,innen** nétig sind, wurden die Werte der Aktivitaten 
..auBen** fast immer doppelt bestimmt, erstens durch elektrische Messung 
der a,, zweitens durch analytische oder azidimetrische Feststellung der 
Séurekonzentration! auBen. Eine Bestatigung der gemessenen lonen- 
aktivitaten durch Errechnung des osmotischen Drucks und Vergleich mit 
den beobachteten Werten ist bei allen Myogensaéuremischungen mdéglich. 

Wird auf Grund der geschilderten Verfahren der Aktivitatsgrad 
der Myogensalze mit H,PO,, HCl, HBr, HNO,, HSCN und H,SO, 
in véllig klaren Myogensauremischungen bestimmt, so ergibt sich: 
Der Aktivitatsgrad der Myogensalze zwischen p,q 2 und 3 fallt vom 
Myogenphosphat (0,7) tiber das Myogenchlorid (0,6), -bromid (0,53). 
-nitrat (0,48), -rhodanid (0.32) zam Myogensulfat (0.16) sehr stark ab. 
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Abb. 1. 


Aktivitiitsgrad verschiedener Myogensalze. 
Ordinate: Aktivititsgrad. Abszisse: Anionen des betreffenden Myogensalzes. 
Die horizontale Linie in der Spalte jedes Anions gibt den Mittelwert des Aktivititsgrades fiir 
das hetreffende Myogensalz, die Kreise die einzelnen Versuchsergebnisse. 


In der Abb. 1 sind saimtliche Versuchsresultate in einer Anordnung 
eingetragen, aus der ihre individuelle Streuung sehr klar zu tibersehen 
ist. Der Wert fiir den Aktivitatsgrad des Myogenchlorids hat dieselbe 
GréBe, die aus Messungen ohne Dialyseanordnung bekannt ist ( Weber?). 
Die Unterschiede im Aktivitatsgrad verschiedener Salze mit gemein- 
samem Kation sind im allgemeinen nicht so grob, wie sie hier — in 
der bisher einzigen Messung an EiweiBsalz — gefunden sind. Trotzdem 
diirfen diese Unterschiede nicht unmittelbar aus der EiweiSnatur des 
Kations erklart werden. Denn nach persénlicher Mitteilung von Herrn 
L. Ebert (Berlin-Dahlem, Kaiser Wilhelm-Institut fiir Elektrochemie) 
finden sie sich ebenfalls beim Vergleich verschiedener Salze derselben 
organischen Ammoniumbase*. Diese grofBen Unterschiede im Aktivitats- 


1 Siehe FuBnote 2 auf veriger Seite. 
2 1. c., S. 430, und zwar S. 429. 
3 Nach Versuchen von L. Ebert und J. Lange. 
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grad haben also anscheinend zur Voraussetzung, dab es sich um Salze 
organisch gebundenen Stickstoffs handelt. 


V. Die Abhangickeit des osmotischen Druckes und der Stabilitit vom 
Aktivititserad. 


Mit dem Aktivitatsgrad gehen die kolloidalen Eigenschaften der 
Myogensalze parallel. Der osmotische Druck fallt bei gleicher Myogen- 
konzentration und gleichem p,, auberordentlich stark vom Myogen- 
phosphat bis zum Myogensulfat (vgl. Tabelle II, sowie Tabelle I des 
Experimentellen Teiles). Uberall sind aber die osmotischen Drucke 
nur innerhalb derselben Versuchsreihe vergleichbar, da EiweiBkonzentra- 
tion und p,gy von Ansatz zu Ansatz wechselt (vgl. dazu Experimenteller 
Teil, Tabelle | bis III). Dieser Abfall erklart sich quantitativ aus dem ent- 
sprechenden Verhalten der Aktivitatsfaktoren und ist rein osmotisch 
durch die Donnangesetze bedingt, wie aus der befriedigenden Uber- 
einstimmung der nach Donnan berechneten und der gefundenen osmoti- 
schen Drucke hervorgeht. 


Tabelle 11. 


Osmotischer Druck und Aktivitaétsgrad. 





Versuch os Millimol N pitted | Gumetiosber Druck ie =m Hg 
Nr.* + ccm lonehldésung berechnet beobachtet 
12 HCl 0,272 0,55 129 120 
HNO, 0,272 0,47 106 SS 
HSCN 0,272 0,29 49 35 
13 HNO, 0,293 0,49 128 126 
HSCN 0,293 0,30 70 60 
H,SO, 0,293 0,17 20 17 


* Vgl. dazu Experimenteller Teil, Tabelle 3. 


Insbesondere besteht kein Anhaltspunkt dafiir, dab Unterschiede 
in der Hydratation des Myogens bedingt durch den verschiedenen 
Aktivitatsgrad der einzelnen Myogensalze — an den beobachteten 
Unterschieden der Wasseraufnahme schuld sind. Denn die beob- 
achteten osmotischen Drucke sind im allgemeinen auch bei den Myogen- 
salzen mit sehr hohem Aktivitatsgrad deutlich geringer als die nach 
den Donnangesetzen berechneten Werte (vgl. dazu 8. 434, FuBnote 3) 


Auch die Stabilitat der Myogensalzlésungen nimmt von Anion zu 
Anion in genau derselben Reihenfolge ab, in der der Aktivitatsgrad 
abnimmt. Dies geht aus Tabelle III hervor, in der die Abhangigkeit 
der Myogenflockung (bei p,, 3,15) von der Normalkonzentration der 
Na-Salze der spezifisch wirksamen Anionen dargestellt ist. 
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Tabelle III. 
Fallung von 0,9°%iger Myogenlésung bei py 3,15 durch Na-Salze. 





Normalitit H,PO', Cl’ Br’ NO; SCN’ | SOY | Sulfosalicylat” 


0.5 0 


0,3 e les . 
0,2 0 Ls 


0,1 Te? | +474 

0,075 0 ie bh h}+4lgtp44 
0,05 ~ 

0,03 (+) 
0,01 a 
0,005 (4) 
0.008 


Diese Tatsache ist rein valenzchemisch oder elektrochemisch 
nicht ohne weiteres erklirbar. Denn die aktive elektrische Ladung 
der lonen des EiweiBsalzes nimmt zwar mit fallendem Aktivititsgrad 
stark ab, aber diese elektrische Entladung allein geniigt beim Myogen 
nicht zur Erklarung der Flockung. Myogen ist ein sogenannter lyophiler 
EiweiBkérper, der auch bei vollstandiger Entladung (z. B. am iso- 
elektrischen Punkt') klar in Lésung bleibt. Es ist aber nicht unwahr- 
scheinlich, daB das Myogen als Kation seine lyophilen Eigenschaften, 
und zwar irreversibel, verliert. Das Myogenkation flockt niamlich 
nicht nur durch spezifische Anionenwirkung, sondern auch bei Ent- 
ladung durch Neutralisierung der sauren Myogensalzlésung!. 

Durch dit vorliegenden Messungen ist zum ersten Male die Pauli- 
sche® These allgemein durch Vergleich vieler Salze desselben Eiweif- 
kérpers hewiesen, dap Stabilitdt, osmotischer Druck und Donnan- 
proportion eines EiweiBsystems von dem Aktivitdtsgrad des in diesem 
System vorliegenden Hiweifsalzes abhdingen. Es ist dabei allerdings zu 
betonen, daB diese Abhangigkeit in bezug auf den osmotischen Druck 
den von Jaques Loeb und seinen Vorgiangern in die Kolloidchemie der 
Eiwei8kérper eingefiihrten Donnangesetzen quantitativ folgt. 


VI. Die Abhingigkeit der Viskositat vom Aktivititsgrad. 

Es ist schlieBlich noch von Interesse zu sehen, wie sich die Viskositat 
der untersuchten Myogensalze verhilt. Die Viskositaét von Eiweib- 
lésungen ist nicht nur ein viel untersuchtes Charakteristikum des 
kolloidalen Zustandes, sondern bestimmte Ergebnisse auf diesem 
Gebiet kénnen auch zu einer ganz anderen Deutung der bisher mit- 
geteilten Resultate fiihren. 


1 Vgl. H. H. Weber, diese Zeitschr. 158, 443, 1925, und zwar besonders 
S. 455. 
2]. ¢., 8.431, Anm. 
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Die Viskositat gibt einen Ausdruck fiir das Volumen der dispersen 
Phase. Nimmt man mit Jaques Loeb an, daB dies Volumen auch bei 
klar léslichen Proteinen vielfach durch Micellarbildungen bestimmt 
ist, weil Micellen durch WassereinschluB ein unverhaltnismaBig groBes 
Volumen haben, so kann man die Viskositaét in gewissem Umfange zur 
Beurteilung des Micellarvolumens heranziehen. 

In den Micellen muB nach den Donnangesetzen eine andere 
Aktivitét der diffusiblen anorganischen Ionen herrschen als in der 
EiweiBlésung zwischen den Micellen (der ,,intermicellaren“* Lésung), 
wenn die EiweiBkonzentration in der Micelle gréBer ist als in der iibrigen 
Lésung'. Die Aktivitaét der Gegenionen des Proteins muB in diesem 
Falle in der Micelle héher sein als in der intermicellaren Lésung. Da 
die Aktivitat der Gegenionen aber nur in der intermicellaren Fliissigkeit 
meBbar ist (mit den hier angewandten wie mit allen Methoden)!, wird 
sie in einer micellenhaltigen Lésung niedriger gefunden, als sie tatsachlich 
im Durchschnitt der Lésung ist. Damit erscheint aber auch der 
Aktivitatsgrad zu niedrig. Dieser Fehler wird um so gréBer, je reich- 
licher das Eiweif Micellen bildet. Es erscheint nun zunichst nicht 
unwahrscheinlich, daB der Micellenreichtum der Myogenlésungen um 
so gréBer ist, je starker dispersitatsmindernd das anwesende Anion 
ist. Das wiirde heiBen, dab das Gesamtvolumen der Micellen zunimmt 
vom Myogenphosphat zum Myogensulfat. Damit miiBte aber auch 
die Aktivitét der Anionen in der intermicellaren Fliissigkeit in der- 
selben Reihenfolge von Ion zu Ion abnehmen, da ja immer mehr An- 
ionen in dem an Anionen reicheren Micelleninnern der Messung ent- 
gehen. Die aus der intermicellaren Aktivitat errechnete Aktivitat der 
Myogensalze und damit auch ihr Aktivitatsgrad miiBte also vom Myogen- 
phosphat zum Myogensulfat auch dann scheinbar absinken, wenn die 
wahre (,,mittlere‘‘') Anionenaktivitit bei allen diesen Salzen in Wirklich- 
keit gleich ist*. 


1 H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 407, 1927, und zwar 38. 41lff. 

2 DaB die hier diskutierte Méglichkeit nicht einfach konstruiert ist, 
geht aus Versuchen von Jaques Loeb mit verschieden dispersem Gelatine- 
chlorid bei py 3,3 hervor (vgl. die EiweiBkérper, 8. 277fi., Berlin, Julius 
Springer, 1922). Dieser Autor fand, daB mit fallender Dispersitat des 
Gelatinechlorids seine Viskositét sehr stark zunahm, osmotischer Druck 
und Membranpotential dagegen abfielen. Hatte Jaques Loeb aus seinen 
Donnanproportionen an der Wand der Dialysierhiilse (seinen Membran- 
potentialen), wie es hier geschehen ist, den Aktivitatsgrad seiner verschieden 
dispersen Gelatinechloride ausgerechnet, so wiirde er einen um so niedrigeren 
Aktivitaétsgrad gefunden haben, je weniger dispers die Gelatine war. In 
Wirklichkeit war der Aktivitatsgrad aller seiner Gelatinechloride selbst- 
verstandlich gleich, da sie aus dem gleichen Gelatinepraparat durch den 
gleichen HC1-Zusatz hergestellt waren. 
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Die Viskositatsmessung gestattet nun eine Entscheidung dariiber, 
ob die Annahme eines vom Myogenphosphat zum Myogensulfat 
steigenden Micellenreichtums der Myogenlésungen richtig ist. Denn 
in diesem Falle miiBte die Viskositat vom Myogenphosphat zum Myogen- 
sulfat hin zunehmen. Tatsichlich nimmt sie aber in der angegebenen 
Richtung von Salz zu Salz ab, genau wie Aktivitaétsgrad, Donnan- 
proportion, osmotischer Druck und Léslichkeit. 


Tabelle IV. 


Viskositaétsvolumen und Aktivitatsgrad. 





Versuch : Aktivititsgrad _ Relati Viskosi- Relativ 
Nr. Art der Saure des oeguiaes ‘Gaahes eomabinaat! Druck 
12 HCl 0,55 1,36 2,97 
HNO, 0,47 1.26 2'31 
HSCN 0,29 l 1 
13 HNO; 0,49 1,24 1,96 
HSCN 0,30 1 1 
H,SO, 0,17 0,62 0,29 


* Es ist angenommen, daf die Viskositatsvolumina dem Logarithmus der relativen Viskositat 
(log 4 ) proportional sind. Viskositatsvolumen und osmotischer Druck der HSC N+ Myogen- 


10 
mischung der Versuche ist willkiirlich zum Zweck des Vergleichs gleich 1 gesetzt. (Beziiglich 
Vergleichbarkeit verschiedener Versuche siche S. 437). 


Die Unterschiede in der Viskositat der Myogensalze mit einwertigem 
Anion sind dabei allerdings sehr gering, wihrend die Viskositat des 
Myogensulfats etwa halb so groB ist wie das der einwertigen Myogensalze. 

Dies ist eine erwiinschte Abrundung des Bildes von der Abhangig- 
keit der kolloidalen Eigenschaften des Myogens vom Aktivitatsgrad 
seiner Salze. Es zeigt aber vor allem, dab die festgestellten Unter- 
schiede im Aktivititsgrad nicht — oder doch nicht wesentlich — be- 
dingt sind durch Messungsfehler infolge micellaren Donnangleich- 
gewichtes. ' 

Warum die Viskositatsunterschiede zwischen verschiedenen 
Myogensalzen quantitativ kleiner sind als die Unterschiede etwa des 
osmotischen Druckes, ist nicht untersucht worden. Sie mégen durch 
Elastizitaétsphinomene etwas verwischt sein, vielleicht auch durch 
eine gewisse Micellenzubildung bei den starker dispersitatsmindernden 
Anionen etwas ausgeglichen werden (vgl. dazu auch Experimenteller 
Teil, 8S. 451). 


VII. Dissoziationsgrad, Aktivitiitsfaktor und Aktivititsgrad der Myogensalze. 


Die mitgeteilten Untersuchungsergebnisse lassen es unentschieden, 
wieweit die beobachteten Verschiedenheiten im Aktivitatsgrad verschiedener 
Salze desselben EiweiBkérpers auf Unterschieden des Dissoziationsgrades 
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oder auf Unterschieden des Aktivitatsfaktors der Eiwei®kérper beruhen. 
Auf Grund der Tatsache, da®8 die H’'-Bindungskurve bei der Bildung der 
verschiedenen Myogensiuresalze gleich ist, ist friiher von dem einen von 
uns! ein Grenzwert angegeben, bis zu dem Unterschiede des Dissoziations- 
grades an den Verschiedenheiten des Aktivitatsgrades ,,schuld“ sein kénnen. 
Doch ist dieser Grenzwert dadurch unsicher geworden, daB die Aktivitats- 
theorie ihre endgiiltige Form noch nicht angenommen hat. 


Zusammenfassung. 


lL. Es wird gezeigt, daB die Verteilung der diffusiblen Lonen auf 
eine eiweiBhaltige Innen- und eine eiweibfreie AuBenlésung den Donnan- 
gesetzen folgt, wofern man nur die Akftivitdt der Ionen innen und auBen 
miBt. Das gilt auch dann, wenn die Gesamtkonzentrationen der Elektro. 
lyte, wie sie z. B. Rona und Mitarbeiter in friiheren Untersuchungen 
analytisch bestimmt haben, von der Donnanverteilung abweichen. 

2. Infolge der Giiltigkeit dieses Gesetzes ist es miéglich, den 
Aktivititsgrad (Verhaltnis der aktiven zur Gesamtnormalkonzentration) 
verschiedener Salze desselben EiweiBes vergleichend zu messen. Denn 
man kann nun die Aktivitat der Gegenionen des Proteins aus der 
Donnanproportion auch dann errechnen, wenn fiir das betreffende 
Gegenion eine zuverlissige Elektrode nicht existiert. Die Gesamt- 
normalitat des Eiweibsalzes ist erginzend auf verschiedene Weise 
(z. B. analytisch oder nach der H’-Bindungskurve) leicht feststellbar. 

3. Der so bestimmte Aktivitaétsgrad von Myogensauresalzen fallt 
vom Myogenphosphat tiber das Chlorid, Bromid, Nitrat, Rhodanid 
zum Sulfat sehr stark ab. 

4. Symbat mit dem Aktivitatsgrad sinkt auch der beobachtete 
osmotische Druck auferordentlich stark in guter Ubereinstimmung 
mit dem nach den Donnangesetzen berechneten osmotischen Druck. 
Hieraus geht hervor, dab die Donnangesetze auch die ausgesprochene 
Abhangigkeit des osmotischen Druckes vom Aktivitaétsgrad des Protein- 
salzes beherrschen. 

5. Die spezifisch fallende Kraft der Anionen nimmt in derselben 
Reihenfolge zu, in der der Aktivitatsgrad ihrer Myogensalze abnimmt 

6. Ferner wird das Viskosititsvolumen des Myogens in Lésung 
um so kleiner, je kleiner der Aktivitatsgrad des betreffenden Myogen- 
salzes ist. 

7. Es hangen also offenbar alle spezifischen Anionenwirkungen 
auf das Myogen in sinngemaBer Weise von dem Aktivitatsgrad der 
Salze ab, die sie mit diesen Eiweibkérpern bilden. 


1 Hans H. Weber, diese Zeitschr. 189, 381, 1927, und zwar besonders 
S. 399, ferner |. c., 8.439, und zwar SS. 428. 
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Der Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft schulden wir fiir 
Unterstiitzung bei diesen Untersuchungen unseren Dank. Ferner hat 
uns Fraulein C. Willberg bei der experimentellen Durchfiihrung auBer- 
ordentlich gewandt und zuverlassig geholfen. 


Experimenteller Teil. 
I. Die Lésungen und ihre Bestimmung. 

a) Myogenlésungen. Die Herstellung und die Reinigung reinster 
Myogenlésungen erfolgt in bekannter Weise’. Die spezifische Leit- 
fihigkeit betrug im allgemeinen 10~5, der p,q der Stammlésung 5,9 
bis 6,4, die Konzentration etwa 0,3 bis 0,6 Millimol N pro Kubik- 
zentimeter. Die durch Zusitze verringerte Konzentration der einzelnen 
Versuchsliésungen ist jeweils in den Tabellen des experimentellen Teiles 
angegeben. 

Die Konzentration wurde durch Bestimmung des Stickstoffs im 
Mikrokjeldahl ermittelt. 


b) Die Messung der a, und der ag, erfolgte in der friiher genau 
beschriebenen Weise!. 

c) Die analytische Bestimmung des Cl, des 8 und des P erfolgte 
titrimetrisch nach Volhard bzw. gravimetrisch (Mikrowaage!) als 
BaSO, bzw. Phosphormolybdat. 1 bis 2 cem der Innenlésung wurden 
dazu in iiblicher Weise verascht. Von dem Ergebnis der S- Bestimmung 
wurde entsprechend den Analysen von Fiirth®? 2,78 .10~? Mol 8 bei 
Gegenwart eines Mols N als Mydgenschwefel abgezogen. Von Cl und P 
wurde angenommen, daB sie vollstandig aus H Cl bzw. H, PO, stammten. 

d) Die angewandten Chemikalien waren Analysenpriaparate von 
Kahlbaum, HSCN war das gleiche Priiparat, dessen Herstellung und 
Priifung friiher beschrieben ist*. 


II. Die Dialysenanordnung und die Messung des osmotischen Drucks. 


Die Myogensiuremischungen wurden in Kollodiumhiilsen von 
etwa 10 bis 20 cem Inhalt eingefiillt, je nach der Menge der Innen- 
lésung, die fiir die verschiedenen Untersuchungsmethoden gebraucht 
wurde. 

Die Kollodiumhiilsen waren an einer Glasmanschette befestigt*, die 
mit einem Gummistopfen mit einem Quecksilbermanometer verschlossen 


1 H.H. Weber, diese Zeitschr. 189, 407, 1927. 

2 O. v. Fiirth, Arch. f. d. exper. Pathol. u. Pharm. 36, 231, 1895. 
’ H. H. Weber, |. c., und zwar S. 444. 

4 Derselbe, diese Zeitschr. 158, 443, 1925, und zwar S. 463. 
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werden konnte (s. Abb. 2). Die Hiilse wurde bis an den Stopfen luft- 
blasenfrei gefiillt, der Stand des Quecksilbers in dem Manometer von 
vornherein so eingestellt, daB allzu betrichtliche Ausschlige des Hg 
nicht mehr eintraten. Das Manometer wurde erst mit Hg beschickt. 
wenn es auf die gefiillte Kollodiumhiilse aufgesetzt war. Die Hg-Fiillung 
erfolgte durch eine haarfein ausgezogene Glaskapillare, die in den 
offenen Schenkel der Manometerkapillare bis unten an die Kriimmung 
(s. Abb. 2) eingefiihrt wurde. Da die Kapillaren eng waren und nur 


Abb. 2 


Dialysehilse mit Hg+sManometer zur 
Messung des kolloidosmotischen Druckes. 


Gl ==Glasrand der Dialysehiilse: 
uv = Meniskus des Hiilseninhalts ; 
M' und M" = Menisken des Hg+Fadens 


Das Lumen der Manometerkapillare 
zwischen VM und M’ ist mit Luft 
gefullt. 





sehr geringe Nachdehnung der Kollodiumhiilsen wihrend der Versuchs- 
dauer auftrat, wurde angenommen, daB sich das Volumen der Innen- 
lésung und damit die Myogenkonzentration ,,innen“ wihrend des 
Versuches praktisch nicht dinderte. Das Diffusionsgleichgewicht trat 
in 4 bis 6 Stunden ein. Die Versuche wurden im allgemeinen nach 
20 bis 40 Stunden abgebrochen. Die Temperatur wahrend der Dialyse- 
zeit betrug etwa 10°C. Die Undurchgiingigkeit der Hiilsen fiir Myogen 
wurde jedesmal durch Sulfosalicylsiurezusatz zu der AuBenlésung 
gepriift. Uber das Auftreten von Hydrolyseprodukten des Myogens 
gab der Ausfall der Biuret- und der Xanthoproteinreaktion AufschluB. 
Biuret war immer negativ, Xanthoprotein haufig ganz schwach positiv. 
Dal haufig ganz geringe Mengen von Hydrolyseprodukten in der 
AuBenlésung vorhanden waren, geht auch daraus hervor, daf ihre 
Titration gegen Phenolphthalein meistens etwas héhere Werte ergab 
als gegen Methylorange, d.h. daB der AuBenlisung eine geringe 
Pufferungspotenz innewohnte, auch wenn sie eigentlich nur starke 
Saure enthalten sollte (vgl. Tabelle II] des Experimentellen Teiles). 


III. Die Viskositdtshestimmung. 
Die relative Viskositat wurde im Oswaldschen Viskosimeter (5 cm 
Fiillung) bei einem mittleren Durchlaufsdruck von 15cm H,O im Wasser- 
bad von 19° gemessen. 
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IV. Die Auswertung der Versuche. 


Der allgemeine Gedankengang der Auswertungen und Berechnungen 
ist im Allgemeinen Teile angegeben. Die Versuchsresultate sind aus den 
Tabellen | bis IV ersichtlich. Die Daten fiir Tabelle I des Allgemeinen 
Teiles sind aus Tabelle I dieses Teiles entnommen, dort aber im Hinblick 
auf das ,,Donnanproblem’, hier dagegen im Hinblick auf die Be 
stimmung des Aktivitatsgrades des Myogenchlorids angeordnet. Fiir 
die Umrechnung von Ionen- bzw. Saurekonzentrationen in Aktivitaten 
und umgekehrt wurde auf Grund elektrometrischer Eichungen der 
reinen Saurelésungen! fiir den vorliegenden Konzentrationsbereich 
angenommen, daB fyye, = fause = fauxo, = fausex = | ist. Der 
fan,so, in der vorliegenden Anordnung ist = 0,9.  Fiir die erste 
Dissoziationskonstante K, der H,PO, wurde der Meyerhof{sche? Wert 
1 .10-* eingesetzt. Umrechnungen von Saurekonzentrationen in 
Aktivitaten liegen der Spalte IV der Tabelle I und der Spalte II der 
Tabelle 11 zugrunde. Im einzelnen ist zu bemerken, daB im Versuch 14 
der Tabelle III die titrimetrische Konzentration der H,PO, unter der 
Voraussetzung ermittelt wurde, da bei vollstandigem Umschlag des 
Methylorange alle Phosphorsiure in primares, bei vollstandigem Um- 
schlag des Phenolphthaleins in sekundires Phosphat verwandelt sei. 
Die ay bei dieser Konzentration an reiner Phosphorsiure (,,auBen*) 
wurde dann mit Hilfe der angegebenen Dissoziationskonstante er- 
rechnet. Umrechnung von Aktivitaiten in Konzentrationen liegt der 
Spalte XL der Tabelle I und der Spalte VI der Tabelle II zugrunde. 
In beiden Spalten muB die fre’e Saure, die von dem analytischen Er- 
gebnis abzuziehen ist, aus der ay ,,innen durch Division mit den 
angegebenen Aktivititsfaktoren errechnet werden. Besonders zu 
erértern ist die Art der Ausrechnung fiir Spalte VI der Tabelle II bei 
Versuch 5 mit H,PO,. Sie ergibt sich hier nach der Formel: 


: ~ 44 - 4H, P0 
freie Phosphorsiiure —= a4 + K a. 
1 


Der Wert ay wird der Spalte Il, der Wert ay, po, der Spalte LiL fir 
den betreffenden Versuch entnommen. Die Errechnung der ,,innen™ 
befindlichen betrachtlichen Konzentration an undissoziierter H,PO, 
(Glied 2 der angegebenen Formel) aus der aq und dy, po, ,,innen”. 
bedingt eine Potenzierung etwaiger Fehler, die diesen beiden Grében 
anhaften. Die hieraus folgende Unsicherheit in der Konzentration an 
freier H,PO, diirfte an der betrichtlichen Differenz der Werte der 
Spalten VI und VII schuld sein, die sich in keinem anderen Versuch 


1 Die nahere Begriindung fiir dies Verfahren findet sich bei H. H. 
Weber, |. c., 8S. 442, und zwar S. 414ff. 
2 O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
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findet. Infolgedessen ist hier fiir Spalte VIII als Grundlage der weiteren 
Berechnungen ausnahmsweise der nicht in der angegebenen Weise 
belastete Wert der Spalte VII statt des Mittelwertes aus Spalte VI 
und VII tibernommen. 

Fiir die Errechnung der Anionenaktivitat ,,innen* aus der Donnan- 
proportion der H’-Aktivitaten sind alle verwandten Siuren — auch 
H, PO, bei der vorliegenden Aziditaét — als einwertig anzusehen, auBer 
H,SO,. Dementsprechend sind die Donnanformeln zu wihlen. Die 
aktiven Konzentrationen der Anionen wurden immer als aktive Normal- 
konzentrationen angegeben. Fiir SO; sind infolgedessen die angegebenen 
Werte doppelt so hoch wie die Konzentration der kinetisch selbst- 
standigen SO*%. Dies ist bei der Berechnung des osmotischen Druckes 
aus den Ionenaktivitaten ,,innen“ und ,,auBen“ zu_beriicksichtigen. 

In Tabelle IV sind Versuche aus den Tabellen I bis III unter 
Anfiihrung und Auswertung gleichzeitiger Viskositaétsmessungen an- 
gefiihrt, um diese GriBe mit dem Aktivitaétsgrad des betreffenden 
Myogensalzes und dem osmotischen Druck des betreffenden Versuchs- 
ansatzes zu vergleichen. Die Viskositaét der Innenlésung wurde am 
Anfang und am Schlu8 des Versuches gemessen. Die Viskosititen am 
Anfang sind innerhalb einer Versuchsserie, die immer durch gleiche 
Versuchsnummer gekennzeichnet ist, ohne weiteres untereinander 
und also auch mit den Werten fiir den Aktivitatsgrad vergleichbar 
(mit Ausnahme von Versuch 14, H,PO,). Denn der p,,_ der Innenliésung 
ist mit der angegebenen Ausnahme am Versuchsanfang inrerhalb jeder 
Serie der gleiche. Dies gilt nicht fiir die Viskositatswerte ,,.am Schlub*, 
da die Einstellung verschieden hoher Donnangleichgewichte infolge 
des verschiedenen Aktivititsgrades der betreffenden Myogensalze 
Verschiedenheiten des pgq innerhalb jeder Versuchsserie bedingt. 
Die Viskositaét ,,am Schlub™ ist aber zum Vergleich mit dem ebenfalls 
,am SchluB“ gemessenen osmotischen Druck besonders geeignet und 
deshalb ebenfalls angefiihrt. 

Es ist angenommen, da das Viskositatsvolumen des Myogens 
bei den ziemlich hohen beobachteten Viskositatswerten dem Logarithmus 
der relativen Viskositat! (log 4'y,) proportional ist. In den Spalten 
relatives Viskositatsvolumen“ und ,,relativer osmotischer Druck" 
sind die niedrigsten, bei einer einwertigen Saure beobachteten Werte 
dieser beiden GréBen in jeder Versuchsserie willkiirlich = 1 gesetzt. 
Dies erméglicht einen bequemen Uberblick dariiber, wieweit die Jaques 
Loebsche Beobachtung, daS Viskositaétsvolumen und osmotischer 
Druck bei zweiwertigen Siuren etwa halb so groB sind wie bei ein- 


1 Sv. Arrhenius, Meddel. K. Vetenskapsakademiens, Nobelinstitut 8, 
Nr. 21, 1917. 
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wertigen, in den angegebenen Versuchen bestatigt ist. Dies gilt einiger- 
maBen fiir das relative Viskositaétsvolumen, wahrend der osmotische 
Druck infolge des auBerordentlich niedrigen Aktivititsgrades des 
Myogensulfats sehr viel kleiner ist. Daraus, daB osmotischer Druck 
und Viskositaétsvolumen verschieden stark vom Aktivitatsfaktor ab- 
hangen, sind theoretische Folgerungen nicht zu ziehen. Erstens gibt 
der Ausdruck log 4/4, méglicherweise nur einen recht rohen Mabstab 
des Viskositatsvolumens, da seine Anwendung nicht rationell gesichert 
erscheint. Zweitens ist unbekannt, wieweit die relative Viskositat in 
den angegebenen Versuchen tiberhaupt durch das Volumen der dispersen 
Phase bedingt ist, da die mégliche elastische Komponente nicht durch 
Viskosimetrie bei variiertem Druck ausgeschlossen wurde. Drittens 
ist quantitativ gleiche Abhangigkeit des relativen Viskositatsvolumens 
und des relativen osmotischen Druckes vom Aktivitatsgrad der be- 
treffenden Myogensalze nur unter ganz bestimmten, nicht naher priif- 
baren Voraussetzungen tiber die micellare Struktur der Myogenlésungen 
zu erwarten. 
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Uber die biochemische Umwandlung 
von Di-oxyaceton in Hexosen auf dem Giarungswege und 
liber die Vergirungsgeschwindigkeit des Di-oxyacetons im 
Zusammenhang mit der Verbrennungswirme dieser Triose’. I. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Angesichts der iiberraschenden Leichtigkeit, mit der im Reagenz- 
glase Hexosen aus Zuckern der 3-Kohlenstoffreihe hervorgehen, haben 
seit nunmehr vier Dezennien Pflanzen- und Tierphysiologen die 
Frage erértert, ob Triosen die Hexosen in ihrer biologischen Wertigkeit 
ersetzen kénnen, ob die Zucker der 3-Kohlenstoffreihe in der Natur 
Zwischenprodukte bei der Entstehung der Hexosen sind, oder ob 
umgekehrt die Spaltung der Hexosen ihren Weg iiber die Triosen 
nimmt. Gestiitzt auf Angaben iiber die Vergirbarkeit des Di-oxy- 
acetons (s. unten), haben im Jahre 1904 Newberg und Blumenthal? 
die erste Experimentaluntersuchung tiber das Verhalten der Glycerose, 
eines Gemisches von Di-oxyaceton und inaktivem Glycerinaldehyd, 
im Tierkérper vorgenommen. Seither® sind teils von physiologisch- 
chemischen, teils von klinischen Gesichtspunkten aus eine groBbe Anzahl 
von Beitrigen zur Di-oxyacetonfrage veréffentlicht, ohne daB dieselbe 
bis heute in bezug auf die tierische Zelle als geklart gelten kann. Fiir 
die Zucker der 3-Kohlenstoffreihe existieren Angaben iiber eine Ver- 
girbarkeit, die allerdings nicht ohne Widerspriiche sind. An dem 


1 Den wesentlichen Inhalt dieser Mitteilung hat der eine von uns in 
einer Conférence faite au Congrés International de la Vigne et du Pin 
Maritime, Bordeaux, juin 1928, mitgeteilt. Ein Auszug des Vortrages ist 
erschienen in Annales de la Brasserie et de la Distillerie 27, 65, 1928. 

2 C. Neuberg und F. Blumenthal, Verh. d. Berl. physiol. Gesellsch. 
Sitzung 25. Marz 1904. 

8 Literatur siehe bei A. Gottschalk in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
Bd. II, 8. 505, 1924; S. Silberstein und F. Rappaport, diese Zeitschr. 194, 
105, 1928; K. Uchida, ebendaselbst 194, 111, 1928. 





aol hlC. lCU,,lCUDlUe sl CU ee lO 


a. a- @ 


~~ = = 








C. Neuberg u. M. Kobel: Biochemische Umwandlung usw. I. 453 


Gemisch von Di-oxyaceton und Glycerinaldehyd (Glycerose) hat 
zuerst im Jahre 1887 Grimaux' Vergiirungsvermégen festgestellt. 
Gabriel Bertrand* hat eine Vergirbarkeit auch des reinen Di-oxy- 
acetons konstatiert; deutsche und englische Forscher, wie Piloty, 
Emmerling und Slator, haben sie vermiBt, andere haben sie in wechseln- 
dem AusmaBe gefunden*. Zellfreie Garungen in der Triosenreihe haben 
Buchner und Meisenheimer sowie Lebedew beschrieben*. Es ist heute 
wahrscheinlich, dai die abweichenden Beobachtungen auf Unter- 
schiede in der Spezifitat der verwendeten Hefenrasse guriickzufiihren 
sind. 

In ein neues Stadium trat die Frage durch die Wichtige, von 
Haehn und Glaubitz* im Institut fiir Girungsgewerbe zu Berlin 
gemachte Beobachtung, daB eine spezielle Hefe, Saccharomyces 
Ludwigii, die auch sonst Eigentiimlichkeiten in ihrem Ferment- 
system aufweist, imstande ist, Di-oxyaceton regelmaBig zu vergiren. 
Diese Angabe ist leicht als richtig zu erweisen. Sie hat uns die Méglich- 
keit gewahrt, zu priifen, ob auch das Di-oxyaceton zur biochemischen 
Phosphorylierbarkeit befahigt ist. Es war besonders interessant, an 
diesem %3-Kohlenstoff-Zucker die Frage zu studieren, ob er AnlaB 
zur Bildung eines Triose-phosphats gibt, das, wie bekannt, bereits 
von Iwanoff u. a. in den Kreis theoretischer Betrachtungen gezogen 
war. In Versuchen von Jwanoff selbst, von Neuberg, Harden und 
Euler hat Di-oxyaceton mit deutschen wie englischen Hefen keine 
deutliche Phosphorylierbarkeit gezeigt. Dagegen hat Lebedew nach 
anfinglichen negativen Resultaten® schon friiher Phosphatbindung fiir 
Di-oxyaceton erzielt, sie aber beim isomeren Glycerinaldehyd vermiBt. 
Lebedew hat bemerkenswerterweise bei seinen Versuchen iiber die 
zellfreie Girung des Di-oxyacetons das typische Hexose-di-phosphat 
in wesentlichen Mengen rein erhalten. 


Im folgenden teilen wir neue Versuche iiber die Phosphorylier- 
barkeit und Vergairung des Di-oxyacetons mittels der Ludwigii-Hefe 
mit. Die von uns verwendete Hefe wurde von einer Stammkultur 
gezogen, die wir der Giite des Herrn Prof. Felix Ehrlich in Breslau 


1 BE. Grimauz, C. r. 104, 1276; 105, 1175, 1887. 

2 G. Bertrand, Ann. de Chim. et Phys. 8 [8], 256, 1904. 

3 BE. Buchner und J. Meisenheimer, B. 48, 1773, 1910; B. 45, 1633, 
1912; A. v. Lebedew, B. 44, 2935, 1911; B. 45. 3256, 1912; diese Zeitschr. 46, 
483, 1912. Weitere Literatur siehe bei C. Newberg in Oppenheimers Handb. 
d. Biochem. Bd. IT, 8. 444, 447 und 451, 1924. 

* H. Haehn und M. Glaubitz, B. 60, 490, 1927. 

5’ Uber den Stand der ganzen Frage siehe C. Neuberg, E. Farber, 
A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 244, 1917; Literatur siehe bei 
C. Neuberg in Oppenheimers Handb. d. Biochem., |. c. 
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verdanken. Die Ziichtung wurde in fliissiger Bierwiirze und auf Bier- 
wiirze-Fleischextrakt-Agar vorgenommen. Fiir Massenziichtungen 
sind wir Frau (.Joel wiederum zu besonderem Dank verpflichtet. 
Vorweg sei bemerkt, daB wir mit der so gewonnenen Hefe sowohl 
Garung als Phosphorylierung mit Sicherheit nur erhielten, wenn 
zu der frischen Hefe oder ihren Zubereitungen aus girtiichtiger ge- 
wohnlicher Bierhefe herriihrender Kochsaft (Cozymase) gefiigt worden 
war. Die Leistungsfahigkeit dieser Systeme war allerdings dann hervor- 
ragend. Es ist uns gelungen, grobe Mengen Phosphorsaéure beim Zu- 
sammenbringen von Di-oxyaceton mit Ludwigii-Trockenhefe in Ester- 
form iiberzufiihren. Mit frischer Ludwigii-Hefe konnten wir bei Gegen- 
wart von Toluol ebenfalls eine Phosphorylierung des Di-oxyacetons 
erreichen, wenn auch nicht in dem Mage wie mit zuvor getrocknetem 
Material. Wir erhielten so mit Trockenhefe neben unbedeutenden 
Mengen Di-phosphorsaure-ester ein Hexose-mono-phosphat. Bei der 
von uns gewahliten Arbeitsmethode war jederzeit die Quantitat Mono- 
phosphorsaure-ester weit gréBer als die des Di-phosphats. 

Das von uns isolierte Mono-phosphat erwies sich als ein Gemisch 
von wenig Neuberg-ester mit viel Robison-ester. (Es scheint jedoch 
als nicht ausgeschlossen, dab noch andere Phosphorsaure-ester aus 
Di-oxyaceton in Gegenwart von zugefiigtem Coferment durch getrocknete 
Ludwigii-hefe gebildet werden kénnen). Die optische Aktivitat des 
isolierten Phosphorséure-esters ist nicht unbedingt ein Beweis fiir 
das Vorliegen eines Hexose-derivates. Ein von der glykosidischen 
1,2-Form des Dioxyacetons sich ableitendes Triose-mono-phosphat, 


CH,-COH CH,O.PO,H,, kénnte namlich auch Drehkraft besitzen. 
\o7 

Allein die Analyse des abgeschiedenen Produktes zeigt an, dab 
1 P-Atom auf das Molekiil einer Hexose entfallt. Ohne Beigabe von 
mehr Phosphat als in der angewendeten Cofermentlésung enthalten ist, 
erfolgt nach unseren Beobachtungen die Vergirung! des Di-oxyacetons 
mit der Trockenhefe sehr vollstindig in etwa 0,83 °,igen Lésungen. 
Die Phosphorylierung, die bei dieser Triose-konzentration nur schwach 
ist, tritt aber ganz erheblich starker bei Benutzung héherer Kon- 
zentrationen des 3-Kohlenstoffzuckers ein (1,4- bis 3°,ig). Fiir die 
Bildung eines isolierbaren Triose-phosphorsiure-esters? haben wir 
keinerlei Anhaltspunkte gefunden, vielmehr von dem 3-Kohlenstoff- 


1 Versuche iiber die Kinetik der Di-oxyacetonvergirung hat Herr 
Iwasaki auf Veranlassung von O. Meyerhof ausgefiihrt und berichtet gleich- 
zeitig dariiber. Diese Zeitschr. 208, 237, 1928. 

2 A.J. Kluyver und A. P. Struyk (Chem. Centralbl. 1928, I, 367) haben 
eine intermediare Bildung von Triose und Triose-phosphorséure neuerdings 
wieder zur Diskussion gestellt. 

















Biochemische Umwandlung von Di-oxyaceton in Hexosen. I. 455 


zucker Di-oxyaceton aus nur Derivate der Hexosen erhalten, die nach 
den geltenden Anschauungen sowohl Abkémmlinge des Fruchtzuckers 
als des Traubenzuckers sind. 

Daraus ergibt sich, daB auf alle Fille ein Ubergang von Triose 
in Hexose erfolgt. Da®B das Di-oxyaceton nicht als solches vergiirt, 
sondern erst nach voraufgegangener Polymerisation, dafiir spricht 
zuniachst der Vergleich der Gargeschwindigkeit. Hatten Haehn und 
Glaubitz (l.c.) noch mit der Méglichkeit gerechnet, in Di-oxyaceton 
ein Zwischenprodukt der Garung erblicken zu kénnen, eben auf 
Grund der Tatsache, daB eine 1°,ige Di-oxyacetonlésung schlieBlich 
ebenso vollstandig mit lebender Ludwigii-Hefe vergart wie eine | °,ige 
Glucose-lésung, so haben bereits Neuberg und Simon' in Versuchen 
mit dem getrockneten Pilz, ferner mit Aceton- bzw. Alkohol-Ather- 
praparaten festgestellt, dab die Garungsgeschwindigkeit aquimolekularer 
Lésungen der Hexosen stets gréBer als die des Di-oxyacetons ist. 

Wir haben fiir alle Fille noch Versuche mit frischer Ludwigii-Hefe 
vorgenommen und gelangen fiir diese zu dem gleichen Resultat 
(s. Abb. 1 bis 3). Wie man sieht, erreicht erst nach einer Vergirung 















































80; T | T — 
NR ne 
| | 
60) J } — he 4 ! 
| } 
#0) + _ " t + + + + + 
| T | p= Dioxyaceton 
20 oO Oe ak OO pacer 
| | 
ius | ae PS PP | | i 
0 6 8 70 12 4 6 73 20 2 wH“#Sd26 
Abb. 1. 
ee SS ey ee eS ee ee = 
#0 ’ , —— —+— — — ——— t+ ms -———} 
| | } | } 
"9 | 
20 fy — — + + oo | | + —-+ ; + 
j 189% ig | p= —Dioxyaceron 
| | a a 
0 2 ¥ 6 8 70 72 74 16 78 20 €2 24 Std 26 
Abb. 2. 
40 T T - | T see 
| 
— 4 | & - —— a = | 
on tan — —Dioxyaceton 
Z) [109 019 | Glucose 
0 2 4 6 8 70 72 4 16 18 20 2 2435td 26 


Abb. 3. 


! ©, Neuberqg und E. Simon, diese Zeitschr. 187, 220, 1927. 
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von 80°, des Zuckers das Di-oxyaceton die Gargeschwindigkeit der 
Glucose. Das Ergebnis kann auch so ausgedriickt werden, dab, 
wenn vier Fiinftel des Di-oxyacetons vergoren sind, die durch 
Polymerisation gebildete Hexose in derselben oder ahnlichen Form 
vorliegt wie der restierende Traubenzucker. 


Den direkten Beweis fiir den Eintritt der enzymatischen Poly- 
merisation liefern wir durch die Isolierung des Hexose-mono-phosphats. 
Die Bruttozusammensetzung fiir ein Triose-mono-phosphat, C, H, O, P. 
und fiir ein Hexose-di-phosphat, Cg H,, 0,. P,, sind gleich. Da die 
Eigenschaften aller méglichen Hexose-di-phosphorsaure-ester und der 
Di-oxyaceton-mono-phosphorsaure-ester nicht bekannt sind, so hatte 
méglicherweise ein Triose-mono-phosphat als Hexose-di-phosphat an- 
gesprochen werden kénnen. Dies war freilich nach den Ergebnissen 
von Lebedew sehr unwahrscheinlich. [mmerhin ist ein direkter Beweis 
dafiir, da& die Polymerisation zur Hexose fiihrt, von entscheidender 
Wichtigkeit. Er ergibt sich in einfacher Weise schon daraus, daB in 
der von uns isolierten Verbindung das Verhiltnis von Kohlenstoff zu 
Phosphor gleich C,: P, ist. 

Haben alle direkten Messungen zu dem Ergebnis gefiihrt, dab 
die Gargeschwindigkeit! des Di-oxyacetons geringer ist als die des 
Traubenzuckers, so wird véllig-die Méglichkeit, da8 Di-oxyaceton ein 
Zwischenprodukt bei der Girung sein kénne, durch die energetischen 
Verhiltnisse ausgeschlossen. Es ist namlich nach den Bestimmungen, 
die die eine von uns dank dem groBen Entgegenkommen und der Hilfe 
von Herrn Prof. W. A. Roth (Braunschweig) mit jenem zusammen hat 


1 Es muB8 an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dali Slator 
(B. 45, 43, 1912) bereits die richtige Deutung der Erscheinung geahnt hat. 
Er leitete aus den relativen Gargeschwindigkeiten ab, daB Di-oxyaceton 
nicht direkt vergirt. Hiergegen haben Buchner und Meisenheimer (B. 45, 
1633, 1912) eingewandt, daB eine indirekte Vergirung Kondensation zu 
Hexose voraussetze, daB aber ein solcher Vorgang der Kondensation 
strukturell inaktiven Di-oxyacetons zu einer inaktiven Hexose fiihren und 
sich somit deren enzymatisch nicht angreifbare 1-Komponente im Gar- 
prozeB anreichern miiBte. Denselben Einspruch haben Neuberg, Farber, 
Levite und Schwenk (diese Zeitschr. 88, 250, 1917) gegen Lebedews An- 
nahme des intermediéren Auftretens von Di-oxyaceton bei der Garung 
erhoben. Die aus der optischen Inaktivitét des Ausgangsmaterials gegen 
die Entstehung von nur einer Komponente eines zu 100% optisch aktiven 
Umwandlungsproduktes hergeleiteten Bedenken sind zwar heute nicht 
mehr stichhaltig, seitdem sich in ausgedehnten Untersuchungen des 
hiesigen Instituts iiber die stereochemischen Verhaltnisse bei der Dés- 
mutation und der carboligatischen Wirkung die einseitige optische Richtung 
der Reaktion auf biochemischem Wege in eklatanter Weise hat verwirk- 
lichen lassen. Trotzdem sprechen aber die energetischen Verhiltnisse auf 
das strikteste gegen den Intermediir-charakter des Di-oxyacetons. 
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ausfiihren kénnen!, die Verbrennungswiirme von 2 Molekiilen mono- 
molekularen Di-oxyacetons um 12,5 bis 12,2 kg-cal gréBer als die von 
Glucose und Fructose. An sich ist es ganz unwahrscheinlich, dab ein 
Garungszwischenprodukt einen héheren Energieinhalt als das Ausgangs- 
material besitzt, es sei denn, dab in gekoppelter Reaktion gleichzeitig 
ein anderes Spaltungsprodukt von geringerer Verbrennungswirme 
entstiinde. Nun lernen wir auch energetisch verstehen, wie die klassische 
Zuckersynthese Emil Fischers in vitro sich vollzieht; Zugabe von wenig 
Alkali geniigt, das energiereichere System von 3-Kohlenstoffzuckern 
in das stabile System der Hexosen zu verwandeln. 

Die Isolierung des Phosphorsaure-esters stieB auf unvorhergesehene 
Schwierigkeiten, da das verwendete Giarsystem von Ludwigii-Hefe 
und Coferment grobe Mengen des Salkowskischen Hefengummis ent- 
hielt. Die tibliche Darstellung des Barium-hexose-mono-phosphats 
iiber die Bleiessigfillung fiihrte zu keinem reinen Produkt, da 
Hefengummi stets mit niedergeschlagen und auch durch Fallung mit 
Quecksilberacetat und durch wiederholte Umfallung des Esters mit 
Alkohol bei verschiedenen Konzentrationen nicht vollstandig entfernt 
werden konnte. Das iiber die Bleiessigfaillung gewonnene Produkt 
lieferte stets mit Fehlingscher Lésung einen fiir Hefengummi typischen 
weiblich-gallertigen Niederschlag, und die Analysen zeigten immer 
einen zu hohen Barium- und zu geringen Phosphorgehalt. Es gelang 
uns aber schlieBlich, den reinen Ester zu erhalten, indem wir zunichst 
die stickstoffhaltigen Verunreinigungen mit Quecksilberacetat aus- 
fallten, dann wiederholt mit normalem Bleiacetat bei verschiedenen 
Verdiinnungen fraktionierten (s. 8. 461) und schlieBlich in iiblicher Weise 
mehrmals mit Alkohol umfiallten. Die Reinigung des Mono-phosphats 
iiber die Alkaloidsalze haben wir absichtlich nicht vorgenommen, um 
eine nachtrigliche Entmischung der Ester zu vermeiden. 


Versuchsteil. 
1. Vergdrung von Di-oxyaceton mit frischer Ludwigii-Hefe 
unter Zusatz von Coferment. 

Die in der vorher angegebenen Weise geziichtete Ludwigii-Hefe 
wurde nach zwei- bis dreitagigem Wachstum steril abzentrifugiert, 
auf der Zentrifuge bis zur Zuckerfreiheit (mindestens dreimal) gewaschen 
und dann kraftig abgepreBt. Die so bereitete Hefe enthielt etwa 30°, 
Trockensubstanz. Der cofermenthaltige Kochsaft wurde in der 
iiblichen Weise aus Patzenhofer Hefe durch Aufkochen zweier 
Gewichtsteile frischer Hefe mit einem Gewichtsteil Wasser und 
Abzentrifugieren vom Hefenrtickstand erhalten. Die Garversuche 


* M. Kobel und W. A. Roth, diese Zeitschr. 208, 159, 1928. 
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. 
wurden in 3,02, 1,89 und 1,09°%,iger Lésung vergleichsweise mit 
Di-oxyaceton und Glucose ausgefiihrt. Die Zusammensetzung der 
Versuche war die folgende: 


1. 25 cem 10°, iges Di-oxyaceton, § 
50 ». Kochsaft, ' 
7,5 g frische Ludwigii-Hefe. ‘ 

2. 5 cem 10°, ige Glucose, 

10 ., Kochsaft, 
1.5 g frische Hefe. 
3. 25 cem 10°%,iges Di-oxyaceton, 
100 », Kochsaft, 
7, 


5 g frische Hefe. , 


4. 2.5 cem 10°, ige Glucose, 
10 ., Kochsaft, P 
0.75 g Hefe. 

5. 25 cem 10°, iges Di-oxyaceton, 

200 », Kochsaft, 
7.5 g Hefe. 


6. 2.5 cem 10°%,ige Glucose, 
20 ., Kochsaft, 
0,75 g Hefe. 


-~lI 


. Vergleichsversuch zu | und 2: 
75 com Wasser, 
150 =, _~“Koehsaft, 
22,.5g Hefe. 


ee 


8. Vergleich zu 3 und 4: 
50 com Wasser, 
200 ,, Kochsaft, 1 
15g Hefe. I 


%. Vergleich zu 5 und 6: 8 
25 cem Wasser, 
200 ~=,,.-—~«Kochsaft, 8 
7,5g Hefe. 

Je 10 ccm dieser neun Ansitze kamen in die GasmeBapparate ; in b 


diesen wurde der zeitliche Verlauf der Garung bei 37° an Hand der '. 
Kohlensiéureentwicklung verfolgt. Siehe die Abb. | bis 3. n 





——— ——— 
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Eine Selbstgarung (Vergleichsversuche 7 bis 9) fand in der Beob- 
achtungszeit nicht statt. Nach 26 Stunden, nachdem in den Ansatzen | 
und 2 je 90°, den Versuchen 3 und 4 je 87°, und 5 und 6 je 78%, 
des vorhandenen Zuckers (berechnet aus der frei gewordenen Kohlen- 
saure) vergoren waren und keine weitere C O,-Entwicklung zu beobachten 
war, wurde in den Di-oxyaceton-ansitzen der gebildete Alkohol be- 
stimmt. Da der Kochsaft wie die Hefe etwas Alkohol einschlieBen, 
muBten die Alkoholanalysen auch in den Vergleichsversuchen vor- 
genommen werden. Der Alkohol wurde in bekannter Weise durch 
anreichernde Destillation konzentriert und in etwa 2°,iger Lésung 
nach Zeisel analysiert. Die fiir je 10 cem der Gargemische gefundenen 
Alkoholmengen sind in der Tabelle I angegeben. 


Tabelle I. 





g Alkohol in 10 cem O1588 01072 0.0685 0,224 0.9242 0.0250 


Nach Abzug des in den Vergleichsversuchen enthaltenen Sprits 
ergibt die Bestimmung des Weingeists und der Kohlensiure die Werte 
der Tabelle IT. 

Tabelle 11. 





g CO, in 10 com g C,H; OH in 10 ccm 
- Ausbeute in Ausbeute in 
Ansatz+Nr. 
‘ berechnet f. ©/, d. Th. berechnet ft. % 9d Th 
gefunden volist. Verg . getunden volist. Verg ‘ 
l 0,1323 0,1468 90 0.1864 0,1533 89 
8 0.0804 0.9924 87 0.0830 0.0966 86 
5 0.0419 0.0533, 78 0.9435 0.0557 78 


2. Phosphor ylierung von Di-oxyaceton mit Ludwigii-Trockenheje und lsolierung 
von hexose-mono-phosphorsaurem Barium. 

Da die Veresterung des Di-oxyacetons durch Trockenhefe voll. 
standiger war als durch frische Ludwigii-Hefe bei Gegenwart von 
Toluol, verwendeten wir ausschlieBlich das Trockenpraparat fiir die 
Darstellung des Esters. Im Anfang unserer Hefenziichtungen erwies 
sich eine Konzentration von 1,4°, Di-oxyaceton am giinstigsten fiir 
die Phosphorylierung. In 2!, bis 3',, Stunden war bei diesem Zucker- 
gehalt und einer Versuchstemperatur von 37° das Maximum der 
Phosphatbindung erreicht und etwa 50°, des anfangs vorhanden 
gewesenen Di-oxyacetons (bei Berechnung von 1 Mol organisch ge- 
bundenen Phosphors auf C,) verestert. Bei Weiterziichtung unserer 
Hefe verlangerte sich allmahlich die Zeit bis zur Erreichung der maxi- 
malen Veresterung auf das Mehrfache der anfinglichen, und es erwies 
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sich auch eine héhere Konzentration an Di-oxyaceton (2 bis 3°) als 
giinstiger. . Bei diesen Phosphorylierungsversuchen geschah die Ver- 
folgung der Veresterung durch quantitative Bestimmung der im Gar- 
gemisch vorhandenen anorganischen Phosphorsiure nach der von 
Lohmann und Jendrassik! modifizierten kolorimetrischen Methode von 
Fiske und Subbarow*. Eine klare Filtration der Trichloressigsiure - 
fallung war dabei nur durch Zufiigung von Fullererde zu erreichen. 
Im folgenden wird ein Garansatz und die Isolierung des Esters genau 
beschrieben. 
Zusammensetzung des Ansatzes. 

200 cem 10° iges Di-oxyaceton (mono-molekular), 

1200 ,, Hefenkochsaft, 

1200 ,, Wasser, 

100 ,, 10°, ige Kaliumphosphatlésung (py = 6.4). 

100 g Ludwigii-Trockenhefe, 

30 cem Toluol. 


Der Ansatz wurde unter 6fterem Umschiitteln bei 37° so lange 
aufbewahrt, bis das Maximum der Phosphatveresterung erreicht war 
Dann wurde das Gargut mit Natronlauge neutralisiert und im siedenden 
Wasserbade koaguliert. Da durch Abzentrifugieren des Hefenriickstandes 
keine klare Lésung erhalten werden konnte, wurde das ganze Gemisch 
noch heiB mit 2 Liter 5°,igem kolloidalen Eisenhydroxyd versetzt 
und nach kurzem Stehen zentrifugiert. Der Zentrifugierriickstand 
wurde durch Anriihren mit Wasser und nochmaliges Zentrifugieren 
gewaschen. Die vereinigten klaren Filtrate wurden im Faust-Heimschen 
Verdunstungskasten auf etwa | Liter eingeengt und heif mit der auf 
den gesamten vorhandenen Phosphor berechneten Menge konzentrierter 
Bariumacetatlésung versetzt. Dadurch wurde das noch vorhandene 
anorganische Phosphat und der Hauptanteil der in nur geringer Menge 
gebildeten Hexose-di-phosphorsiure niédergeschlagen. Es wurde 
heiB abgesaugt und heiB nachgewaschen. Nach dem Abkiihlen wurde 
das Filtrat so lange mit Bleiessig versetzt, bis durch einen erneuten 
Zusatz dieses Reagenzes keine weitere Fallung eintrat. Die Bleisalze. 
die neben Hexose-phosphorsiure grobe Mengen Verunreinigungen aus 
dem Fermentmaterial enthielten, wurden abzentrifugiert und etwa 
viermal mit Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Dann wurde der 
Bleiniederschlag in iiblicher Weise mit Wasser angeriibrt, mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und die die Phosphorsiure-ester enthaltende 
Lésung nach Abtrennung vom Bleisulfid und Durchliiftung mit Baryt 


' K. Lohmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 
2 C.H. Fiske und Y. Subbarow, Journ. of biol. Chem. 66, 375, 1925. 
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neutralisiert. Nun wurde wieder auf etwa | Liter eingeengt, nochmals 
moglichst klar filtriert und zur Entfernung eines groBen Teiles der 
Hefenverunreinigungen mit einer 25°,igen Lésung von Quecksilber- 
acetat gefaillt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, das Filtrat 
entquecksilbert und wieder mit Baryt neutralisiert. In dieser Lésung 
wurde nun eine Fraktionierung mit Bleiacetat in der Weise vorgenommen, 
daB zunachst erschépfend mit Bleiacetat gefallt und der Niederschlag 
abgetrennt und gewaschen wurde. Das Filtrat wurde entbleit, neutra- 
lisiert, und lieferte eine zweite Bleiacetatfillung. Im Filtrat dieses 
zweiten Bleiacetat-niederschlags wurde mit Bleiessig gefillt. Die 
basischen Bleisalze wurden in iiblicher Weise mit H,S zerlegt; in der 
neutralisierten Lésung wurde eine dritte Bleiacetat-fallung vorgenommen 
und diese Fraktionierung bei zunehmender Verdiinnung fortgesetzt. 
Die verschiedenen Bleiacetatfraktionen wurden gesondert zersetzt, 
die sauren Lésungen mit Baryt neutralisiert, die Salze nach Einengen 
in vacuo mit Alkohol gefallt, nach Trocknen gelist, filtriert und noch 
zwei- bis dreimal mit Bleiacetat umgefillt. SchlieBlich wurden die 
bei verschiedenen Konzentrationen sowohl in der Hitze als in der Kalte 
klaren Lésungen der Barium-hexose-phosphorsaure-ester mit Alkohol 
niedergeschlagen und noch einmal umgefallt. Die mittleren Fraktionen 
enthielten reines hexose-mono-phosphorsaures Barium. Dieses zeigte 
starke Reduktionskraft gegen eine mit Kupferacetat bereitete Fehling sche 
Mischung, ohne dabei noch den friiher erwahnten weiben, kasigen 
Niederschlag von Hefengummi zu liefern, und war zur Osazonbildung 
befahigt. Es war stark optisch aktiv. Die spezifische Drehung der 
freien Saure (Lésen des Bariumsalzes in der berechneten Menge 
Salzsaure) betrug bei einem Priparat ap = -+- 17,7° (c = 2,63) und bei 
einem anderen ap +. 13,8° (ec = 1,70). 


Das im Hochvakuum bei 60° zur Konstanz getrocknete Priparat 
wurde analysiert. Die Phosphoranalysen wurden gravimetrisch und 
kolorimetrisch ausgefiihrt. Fiir die gravimetrischen Bestimmungen 
wurde zur Entfernung der organischen Substanz mit Soda-Salpeter 
geschmolzen, fiir die kolorimetrischen mit Wasserstoffsuperoxyd- 
Salpetersiure verascht. 


0,1221 g Substanz ergaben 0,0799 g CO, und 0,0316 g H,O. 
0,1288 g Substanz lieferten 0,0770g BaSO, und 0,0338 g Mg, P,0,. 
0,0201 g Substanz enthielten 1,49 mg P (kolorimetrisch). 


C, H,, 0, PO, Ba: 
Ber.: C = 18,17%; H = 2,78%; Ba = 34,74%; P = 7,85%, 
Gef.: C = 17,85%; H = 2,90%; Ba = 35.18%; P 7,32%, (grav.), 
P = 7,41% (kolorim.). 
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Zusammenfassung. 


In Bestatigung alterer Angaben von Newberg und Simon fir 
Trockenhefe sowie Alkohol-Ather- und Aceton-Priparate aus Saccharo- 
myces Lugwigii wird gezeigt, daB auch frische Ludwigii-hefe das 
Di-oxyaceton vergirt. Die Geschwindigkeit der Vergirung des Di- 
oxyacetons mittels der frischen Hefe ist niemals — genau wie dies 
friiher fiir die erwaihnten Zubereitungen aus Ludwigii-hefe dargetan 
worden ist -- gréBer als die Girgeschwindigkeit von Glucose. Aus 
dem Energieinhalt (Verbrennungswirme) des Di-oxyacetons, der 
héher ist als der der Glucose, ist zu folgern, daB Di-oxyaceton nicht 
als solches, sondern erst nach voraufgegangener Kondensation zu 
Hexose vergirt. Den direkten Beweis fiir die enzymatische Umwandlung 
von Di-oxyaceton in Glucose erbringen wir durch die Darstellung von 
Hexose-mono-phosphorsiaure-ester in Substanz. Arbeitet man, wie 
sich das fiir unseren Pilz als notwendig erwies, mit getrockneter Ludwigii- 
hefe plus einem Zusatz von Coferment aus gewoéhnlicher untergiriger 
Bierhefe, so ist das Hauptprodukt der faBbaren Phosphorylierungs- 
produkte eindeutig Hexose-mono-phosphat neben verschwindenden 
Mengen Hexose-di-phosphorsaure-ester. Dieses Hexose-mono-phosphat 
ist optisch aktiv. Die analytischen Daten, die fiir das Verhaltnis von 
Kohlenstoff zu Phosphor zu dem Wert C,: P, fiihren, schlieBen aus, 
daB etwa eine Triose-mono-phosphorsiure vorliegt; Di-oxyaceton- 
mono-phosphat, das sich vom glykosidischen 1, 2-Di-oxyaceton ab- 
leitet, kénnte gleichfalls Drehungsvermégen aufweisen. Eigenschaften 
und Verhalten des isolierten Hexose-mono-phosphats zeigen, daB ein 
Gemisch von wenig Neuberg-ester mit viel Robison-ester vorliegt. 
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Die desmolytische Bildung 
von Methyiglyoxal durch Hefenenzym. 


Von 


Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


In den ersten mit wirklicher Einsicht angestellten Betrachtungen 
iiber die Vorginge beim Zuckerabbau (Wohl, Nef) ist dem Methyl- 
glyoxal ein Platz eingeraumt. Die Berechtigung, dieser Substanz eine 
biologische Rolle beizumessen, wurde in den Jahren 1911 und 1913 erlangt. 
Im letzteren wurde die Angreifbarkeit des Methylglyoxals, seine oxydo- 
reduktive Umwandlung durch Zellenzyme festgestellt; im ersten war 
die Vergarbarkeit der Brenztraubensiure aufgefunden, die ein Oxy- 
dationsprodukt bzw. eines der méglichen Dismutationsprodukte des 
Methylglyoxals ist. Vergirbarkeit der Brenztraubensiure- und Milch- 
siurebildung aus Methylglyoxal gehéren seitdem zu den gesichertsten 
Ergebnissen der Zellphysiologie. Um so mehr wird es als eine Liicke 
empfunden, daB Methylglyoxal niemals mit iiberzeugender Sicherheit 
und in analytisch einwandfreier Weise bei biochemischen Umsetzungen 
des Zuckermolekiils nachgewiesen worden ist. Zwar existieren Angaben. 
gemaB denen jene Substanz auf biochemischem Wege entstehen soll. 
So hat Fernbach' mitgeteilt, daB das B. Tyrothrix tenuis Methylglyoxal 
beim Wachsen auf Zucker oder Glycerin bildet; charakterisiert wird 
die Substanz durch den Schmelzpunkt des Phenylosazons, ohne dab 
eine Analyse angefiihrt ist. Eine weitere Notiz iiber Auftreten von 
Methylglyoxal stammt von Awubel?; sie stiitzt sich auf Analogien. 


Scharfer sind die Angaben, die iiber eine Bildung von Methyl- 
glyoxal durch tierische Zellen vorliegen. So haben, von scharfsinnigen 
physiologischen Erwagungen ausgehend, Toenniessen und Fischer® als 
erste bei der Einwirkung eines Gemenges von Muskel- und Pankreasbrei 
sowie der vereinigten Extrakte der beiden Organe auf Hexose-di- 


'! A. Fernbach, C. r. 151, 1004, 1910. 
2 E. Aubel, Thése de Paris 1921. 
3’ E. Toenniessen und W. Fischer, H.-S. 161, 254, 1926. 
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phosphat eine Lésung erhalten, die mit Codein die Farbreaktion nach 
Denigés' gab und aus der mit p-Nitro-phenylhydrazin eine Substanz 
vom Schmelzpunkt des Methylglyoxal-p-nitro-phenylosazons aus- / 
gefallt werden konnte. Andere Bedingungen hat Ariyama® angegeben. ' 
Er benutzte einen wasserigen Muskel- oder Leberextrakt, der mindestens 
24 Stunden mit Toluol gestanden hatte und der dann befahigt war. 
bei ein- bis zweitagiger Digestion mit hexose-di-phosphorsaurem Natrium 
an diesem Veranderungen hervorzurufen, die mit groBer Wahrschein- 
lichkeit in einer Bildung von Methylglyoxal bestehen. Die fragliche Sub- 
stanz bestimmte er kolorimetrisch in der enteiweiBten Lésung und fallte 
gleich seinen Vorgingern mit p-Nitro-phenylhydrazin eine Verbindung 
vom Schmelzpunkt des Methylglyoxal-p-nitro-phenylosazons aus. 

Keiner der erwaihnten Autoren hat, wie es scheint, soviel Substanz 
in Handen gehabt, um eine Analyse auszufiihren, und keiner hat somit 
den beachtenswerten Befunden, die sich auf die tierische Glykolyse 
beziehen, das nétige MaB von Sicherheit verleihen kénnen. Bedenkt 
man, daB Schmelzpunkte von Nitro-phenylosazonen, selbst Misch- 
schmelzpunkte, bei einer Temperatur von 300° unscharf sind und von 
der Erhitzungsdauer abhangen, so ergibt sich allein daraus die Not- 
wendigkeit, in dieser wichtigen Frage wirkliche Klarheit zu schaffen. 
Zu beachten ist ferner, daB als Spaltungsprodukt aller méglichen 
Osazone das dem Methylglyoxal-osazon iiberaus ahnliche Glyoxal- 
osazon auBerordentlich leicht entsteht*; insbesondere hat dies Lebedew* 
auch fiir das Osazon des Hexose-di-phosphats nachgewiesen. Es 
schmilzt Methylglyoxal-p-nitro-phenylosazon nach den Angaben ver- 
schiedener Autoren zwischen 280 und 304°, Glyoxal-p-nitro-phenyl- 
osazon bei 311°. Die von Ariyama herangezogene Farbreaktion seiner 
als Methylglyoxal -p-nitro-phenylosazon aufgefaBten Substanz ist 
genau gleich bei der entsprechenden Glyoxal-verbindung (Wohl und 
Neuberg®). 

Somit erscheint die Problemstellung alt und durch die verdienst- 
volle Pionierarbeit der erwihnten Autoren sowie durch eigene friihere 
Feststellungen® auch der Weg vorgezeichnet, auf dem man hoffen 
konnte, zum ersehnten Ziele zu gelangen. Wir haben vor Jahren® 
gezeigt, daB es méglich ist, allein durch Aufbewahrung von Ferment- 
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\ @. Denigées, C. r. 148, 172, 422, 1909. 

2 N. Ariyama, Journ. of Biol. Chem. 77, 359, 395, 1928. 

3 C.J. Lintner, Chem.-Ztg. 20. 763, 1896. 

* A. v. Lebedew, B. 44, 2932, 1911. 

5 A. Wohl und C. Neuberg B. 83, 3107, 1900. 

® C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 137, 1913; 56, 497, 
1913; 61, 172, 1914; C. Neubeg, ebendaselbst 71, 9, 1915; C. Neuberg ber 
und J. Hirsch, ebendaselbst 98, 148, 1919. Ss. 
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praparaten aus Hefe — sei es in Lésung, sei es in fester Form — eine 
Differenzierung der Teilenzyme zu erreichen, indem_ beispielsweise 
die Fahigkeit, Zucker zu vergiren, schwand, wahrend das Vermégen 
zur Vergirung von Brenztraubensdure erhalten blieb, und wir haben 
ein ganzes Programm nach dieser Richtung hin entwickelt; auch 
Ariyama hat dann einen ahnlichen Gedankengang verfolgt. Angesichts 
der ungeheuren Wichtigkeit, die dem unumstéBlichen Nachweis von 
Methylglyoxal als biochemisches Abbauprodukt des Zuckers in einem 
desmolytischen System zukommt, haben wir es fiir richtig gehalten, 
keine Schwierigkeit der Materialbeschaffung zu scheuen, die des- 
molytische Bildung von Methylglyoxal erneut zu priifen und mit einer 
analytisch einwandfreien Methodik sicherzustellen. 

Wir wahlten als wichtigstes desmolytisches System die Hefe und 
verfuhren folgendermaBen : 

Zur Bereitung der Fermentlésung suspendierten wir 1000 g Patzen- 
hofer Trockenhefe (untergarig) in 10 Liter destilliertem Wasser, setzten 
200 cem Toluol zu und bewahrten das Gemisch unter éfterem Um- 
schiitteln bei 37° auf. Nach 2 Tagen wurde vom Hefenriickstand ab- 
zentrifugiert. Ausbeute 8 Liter Fermentlésung. Als Substrat diente 
der Hexose-di-phosphorsaure-ester, auf dessen Reinheit wir besonderen 
Wert legten. Da seine Alkalisalze zersetzlich und seine Erdalkalisalze 
schwer léslich sind, benutzten wir das leicht lésliche Magnesiumsalz, 
das nach der Vorschrift von Newberg, Sabetay und Kobel' in beliebigen 
Mengen zuganglich und ganz rein zu erhalten ist. Fiir jeden Versuch 
wurde eine 42g wasserfreiem Salz entsprechende Menge des Ester- 
Magnesiumsalzes verwendet. Die Zusammensetzung der Ansitze war 
die folgende: 


1. 2,5 Liter der obigen Fermentlésung, 
1,1 Liter m/10 hexose-di-phosphorsaures Magnesium, 
1,9 Liter Wasser, 
20 g CaCO,, 
100 cem Toluol, 3 
Gesamtvolumen 5,5 Liter. 


2. 2,5 Liter Fermentlésung, 
1,1 Liter m/10 hexose-di-phosphorsaures Magnesium, 
2.9 Liter Wasser, 
20 g CaCO,, 
100 ccm Toluol, 


Gesamtvolumen 6.5 Liter. 


1 OC. Neuberg und S. Sabetay diese Zeitschr. 161, 240, 1925; C. Neu 
berg und M. Kobel in Oppenheimer-Pincussen. Methodik d. Fermente, 
S. 406, 1928. 
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3. 2,5 Liter Fermentlésung, 
1,1 Liter m/10 hexose-di-phosphorsaures Magnesium, 
3,9 Liter Wasser, 
20 g CaCQO,, 
100 cem Toluol. 


Gesamtvolumen 7,5 Liter. 


4. Vergleichsversuch : 
500 com Fermentlésung, 
600 ., Wasser, 
4p CaCO,, 


20 cem Toluol. 


5. Vergleichsversuch : 
110 cem m/10 hexose-di-phosphorsaures Magnesium, 
440 ., Wasser, 

2g CaCQ,, 

10 cem Toluol. 


Nach dreitagigem Stehen bei 37° wurde die Aufarbeitung in der 
Weise vorgenommen, da zunichst vom Calciumearbonat abfiltriert 
wurde und dann 5,2 Liter von Ansatz 1, 6,2 Liter von Ansatz 2 und 
7,2 Liter von Ansatz 3 mit je 600ccem 20°,iger Trichloressigsiure 
versetzt wurden. Durch Abfiltrieren vom EiweiBkoagulum erzielten 
wir eine ganz klare Lésung, die betrachtliche Mengen Methylglyoxal 
enthielt; seine Menge sinkt, wenn man die Digestion langer ausdehnt 
oder mehr Ferment verwendet. 


Zur Isolierung des Ketonaldehyds verwendeten wir zuerst das 
bisher als empfindlichstes Fiallungsreagens fiir Methylglyoxal an- 


gesehene p-Nitro-phenylhydrazin. Nach kurzem Stehen fand auch ; 
eine Ausflockung des roten p-Nitro-phenylosazons statt. Schwierig- 
keiten brachte aber die Reinigung dieser Substanz. Obwohl der Schmelz- ’ 


punkt nach mehrmaligem Umkristallisieren der richtige war, stimmten 
die Analysen nicht. Wir suchten deshalb nach einem besseren Reagens 
und fanden es in dem 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin. Dieses liefert 
noch mit duBerst verdiinnten Lésungen von Methylglyoxal sofort 
und ohne daB Erwirmung notwendig ist das sehr schwer ldésliche 
Methylglyoxal -2, 4-di-nitro-phenylosazon. Diese Verbindung war 
bereits bekannt; sie ist von Biilow und Seidel' zwar nicht aus 
Methylglyoxal, sondern durch sekundire Umsetzungen aus Mono- 
chlor-aceton erhalten worden. Wir versetzten nun 5 Liter der 
klaren trichloressigsauren Lésung von 1, 6 Liter von 2 und 7 Liter 


1 ©. Biilow und F. Seidel, Ann. 489, 48, 1924. 
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von 3 mit je 12 g 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin, gelést in 600 cem 2 n 
Salzsiure. Sofort fiel ein orangefarbener Niederschlag aus, der nach 
zweistiindigem Stehen abzentrifugiert und auf der Zentrifuge einmal 
mit sehr verdiinnter Salzsiure, einmal mit Wasser und wiederholt mit 
Alkohol gewaschen wurde. Sodann wurde im Exsikkator getrocknet 
Die Ausbeute an rohem, bei etwa 250° schmelzendem Methylglyoxal- 
2, 4-dinitro-phenylosazon betrug 4,7 g in Versuch 1, 4.3 g in Versuch 2 
und ebenfalls 4.3g in Versuch 3. Die Vergleichsversuche 4 und 5 
lieferten innerhalb 4 Stunden keine Fallung mit dem Di-nitro-phenyl- 
hydrazin, d.h. das Osazon entstammt weder dem Fermentmaterial 
noch einer unspezifischen, rein chemischen Zersetzung des hexose-di- 
phosphorsauren Magnesiums, sondern ist durch Enzymwirkung aus 
dem Kohlehydrat entstanden. Gekochte Fermentlésungen verandern 
das Substrat nicht. 


Die erste Umkristallisation wurde, entsprechend den Angaben von 
Biilow und Seidel (1. c.), aus Pyridin vorgenommen. Man erhielt daraus 
ein Produkt vom nahezu richtigen Schmelzpunkt (293° statt 298°). 
Bei dieser Reinigung trat ein Verlust von 60 bis 70°, des Ausgangs- 
materials ein. Das laBt aber nicht auf eine so grobe Verunreinigung 
des Rohprodukts schlieBen, denn auch beim Umkristallisieren des 
reinen synthetischen Praparats aus Pyridin fand ein Verlust von etwa 
40°, statt, wahrend eine Umkristallisation (des reinen Produkts) aus 
Nitrobenzol nahezu verlustlos verlief. Dieses Lésungsmittel wurde 
auch zur letzten Reinigung des in den Enzymversuchen erhaltenen 
Materials verwendet; durch Umbkristallisieren aus Nitrobenzol und 
Waschen mit Alkohol, in dem das Osazon ganz unldslich ist, gelangten 
wir zu analytisch reinem Methylglyoxal-2, 4-di-nitro-phenylosazon. 
Dieses kristallisierte in derben, glitzernden, hellroten Nadeln vom 
Schmelzpunkt 298° und léste sich in starker Natronlauge mit tiefblauer 
Farbe. Kurzes Trocknen im Exsikkator geniigte. um die Substanz 
vollkommen von den verwendeten Lisungsmitteln zu befreien. 


0,1116 g Praparat 1 gaben 0,1732 g CO, und 0,0311 g H,O 


0,0781 g - l m 17,35 cem N (764 mm, 19°, 50°,.KOH) 
0,0806 g Pr a s 0.1240 g CO, und 0,0222 g H,O 
0.0678 g " 2 .. 1525 cem N (755 mm, 19°, 50°, KOH) 
0,0412 g e ow 0,0632 g CO, und 0,0108 g H,O 
0.0581 g zo il 13,10 eem N (755 mm, 19°, 50°, KOH) 


C,;H2NgO,. Ber.: C = 41,66%, H = 2.80%, N = 25,93°,, 
Praparat 1. Gef.: C= 42,34%. H = 3,12°%,, N= 26,11°, 
2 » C= 41,97%, H 3,08 °,,, N 26,12 °, 
3 » C= 41,85%, H 2.93%, N 26,18°,, 








Damit ist — soweit wir sehen — zum ersten Male Methylglyoxal 
als Produkt eines desmolytischen Prozesses, und zwar im enzymatischen 
Hefensystem, einwandfrei nachgewiesen worden. Isoliert wurde das 
Methylglyoxal in Form eines kristallisierten, analytisch reinen, charak- 
teristischen Derivats, des 2, 4-Di-nitro-phenylosazons. 

Mit diesem Befund diirfen wir unsere friihere Feststellung! in 
Zusammenhang bringen, nach der zugefiigtes Methylglyoxal von 


Bildung von Milchsiure) verarbeitet wird. Zugleich findet unser vor 
15 Jahren aufgestelltes Garungsschema, das das Auftreten von Methyl- 
glyoxal im Verlauf der alkoholischen Zuckerspaltung vorsieht, eine 


(. Neuberg u. M. Kobel: Desmolytische Bildung usw. 


Hefenenzym iiberraschend leicht und quantitativ (unter 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 182, 470, 1927; Ann. Acad. Be 


Scient. Fennic., Ser. A, Tom. X XIX, Nr. 8, 1927. 
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